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De nombreux travaux ont été déja publiés sur l’agglutina- 
tion des microbes. La médecine, grace a M. Widal, en a retiré 
une de ses méthodes de diagnostic les plus précieuses. Et 
cependant la nature intime du phénomeéne nous échappe encore. 

Notre ignorance vient sans douteen grande partie de ce fait 
que la plupart des expérimentateurs qui ont cherché la solution 
de la question ont étudié soit les conditions de la réaction, soit 
le sérum actif, c’est-a-dire la substance agglutinante, et que, sauf 
de rares exceptions, ils ont laissé de cété la substance passive 
de lagglutination, c’est-a-dire la substance agglutinée. Nous 
pensons que la connaissance de celle-ci pourra seule donner la 
clef du probléme. C’est dans ce but que nous avons entrepris les 
quelques recherches dont l’exposé va suivre. 


L’historique de nos connaissances sur la substance agglu- 
tinée sera court. Longtemps on s’est contenté d’étudier l’action 
du sérum des animaux infectés ou immunisés sur les cultures 
de microbes vivants. Les microbes morts réagissent cependant 
aussi bien qu’eux. M. Bordet ' l’a montré le premier pour les 
vibrions cholériques tués par le chloroforme. Méme constata- 
tion a été faite plus tard par MM. Widal et Sicard”* sur les cul- 


1, Borner, ces Annales, avril 1896, page 208. 
2. Wipat Ev Sicarp, Bulletin de ’ Académie de médecine, 29 septembre 1896; 
Société de biologie, séance du 30 janvier 1897. 
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tures du bacille typhique tuées par la chaleur ou par l’addition 
de quelques gouttes de formol. M. Van de Velde * a confirmé 
depuis ces résultats, et montré que le thymol, le chloroforme, 
Vacide phénique, l’éther, le bichlorure de mercure, ajoutes a 
dose antiseplique aux cultures du bacille d’Eberth, n’empéchaient 
point leur agglutination par le sérum des malades atteints de 
fidvre typhoide. On a méme préconisé |’emploi de cultures mortes 
pour la pratique du séro-diagnostic lorsque l’éloignement d’un 
laboratoire ne permet point lusage de cultures vivantes et 
récentes, toujours préférables. 

La propriété qu’ont les microbes de s’agglutiner sous I’ac- 
tion du sérum actif n’est donc point une propriété vitale, puisque 
la mort ne la fait point disparaitre. 

Il fut ensuite démontré que la substance agglutinable pou- 
vait diffuser du corps du microbe dans le bouillon de culture. 
La preuve en fut donnée d’abord indirectement par MM. Widal 
et Sicard’, Lévy et Bruns *, qui firent naitre la propriété agglu- 
tinante dans le sérum d’animaux inoculés avec des cultures 
filtrées de bacille typhique ; puis directement par M. R. Kraus‘, 
qui détermina la production d’amas dans les cultures filtrées de 
divers microorganismes. 

Le travail de M. Kraus est le plus important de ceux que 
nous avons a passer en revue : il montre que le phénomeéne de 
Yagglulination ne nécessite point la présence des corps micro- 
biens, qu’il peut étre facilement obtenu par l’action d’un sérum 
actif sur les cultures filtrées du vibrion cholérique, du bacille 
typhique et du bacille de la peste. Cette réaction est spécifique; 
elle n’est donnée par aucun autre sérum. Par contre, les cultures 
du bacille de la diphtérie ne s’agglutinent point sous l’action du 
sérum antidiphtérique. 

M. Kraus ne dit pas avoir examiné au microscope le produit 
de l’agglutination; il ne donne point de détails précis sur le 
degré des pouvoirs agglutinants des sérums employés par lui, 
pas plus que sur lage des cultures filtrées dont il s’est servi. I 
serail injuste néaamoins de ne point reconnaitre la valeur de 

1. VAN bE VELpE, Académie royale de médecine de Belgique, 27 mars 1897. 
2. Wipan EP SiGarp, Ces Annales. 
3. Livy pr Bruns, Berliner klinische Wochenschrift, 1897, n° 28. 


4. R. Kraus, K. K. Gesellschaft der Aerste in Wien, 30 April 1897; et 
Wiener klinische Wochenschrift, 12 August 1897, n° 32, page 736. 
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son travail. Nos recherches entreprises presque concurremment 
avec les siennes viennent les confirmer en grande partie. 

Notons encore, pour étre complet dans cet historique des 
travaux qui ont trait a la substance agglutinée, les premiéres 
observations de M. Gruber expliquant l’agglutination des mi- 
crobes par le gontlement de leur membrane d’enveloppe. Cette 
interprétation du phénomene n’a été soutenue depuis que par 
M. Roger’ a propos de l'agglutination de Voidiwn albicans. 
Enfin, M. Malvoz’*, dans son article sur l’agglutination des mi- 
crobes par les substances chimiques, fait en passant quelques 
remarques qui concernent la substance agglutinée. 


Nos recherches ont porté principalement sur trois microbes, 
le bacterium coli, le bacille typhique et le vibrion de Massaouah. 
Elles ont été conduites de la méme maniere pour chacun d’eux, et 
ont abouti 4 des résultats presque identiques. Aussi ne les 
exposerons-nous en détail que pour l’un d’eux, le bacterium coli, 
dont la substance agglutinée se préte un peu mieux a l'étude, 
pour des raisons que nous verrons plus loin. 


LA SUBSTANCE AGGLUTINEE DU BACTERIUM COLI 


Conditions des expériences et réaction de contrloe. — La substance 
agglutinée d’un microbe (on pourrait dire tout aussi bien agglu- 
tinable) ne peut élre mise en évidence que par l’action qu’a sur 
elle un sérum doué du pouvoir agglutinant. Nous devions donc 
tout d’abord nous procurer un sérum actif vis-a vis du bacterium 
coli. Nous l’avons obtenu facilement par V’inoculation répétée de 
cultures vivantes de 24 heures, en bouillon de viande pepto- 
nisée, au lapin. 

Les inoculations ont été faites sous la peau : les doses ont été 
de 1 & 2 centimetres cubes, & 5 a 10 jours d’intervalle. En un 
mois et demil’animal a recu 11 c. c. de culture; ila été sacrifié, et 
son sang recueilli aussit6t aprés la mort, par ponction dans l’oreil- 
lette droite. Nous avons obtenu ainsi par le repos quelques c. c. 
d’un sérum parfaitement limpide, dont la stérilité a été éprouvée 


1. Rocur, Revue générale des sciences, 1896. 
2, Manvoz, Ges Annales, juillet 1897, page 582. 
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par le séjour & ’étuve pendant 48 heures, et qui nous a servi pour 
toutes nos expériences’*, 

L’échantillon de bacterium coli dont nous avons fait usage 
provient de l'Institut Pasteur, et a été entretenu dans notre labo- 
ratoire par des cultures successives depuis plus de deux ans. 

Nous nous sommes assuré tout d’abord que notre sérum 
n’ayait aucune action agglutinante sur les cullures de bacille 
typhique, bacille de la psittacose, vibrion de Massaouah, et d'un 
grand nombre de variétés de bacterium coli des eaux. 

Notre bacterium colin’est sensible ni alaction du sérum normal 
d’homme ou de lapin, ni a celle du sérum de lapins infectés avec 
des cultures de bacille typhique ou de vibrion de Massaouah. 

Action du coli-sérum sur les cultures vivantes ou stérilisées de 
bacterium coli. Mensuration de son pouvoir agglutinant. — Nous 
avons fait agir notre colisérum sur des cultures jeunes de bacte- 
rium coli et solution peptonisée. L’emploi de cette solution évite 
la production d’amas spontanés dans les cultures *. Lorsqu’a 
10 gouttes d’une culture de 24 heures dans ce milieu, on ajoute 
1 goutte de sérum, Vagglutination se produit instantanément. 

Au microscope, les amas microbiens sont de dimensions tres 
grandes: il n’existe pour ainsi dire aucun microbe isolé entre eux ; 
ceux qu’on y voit par exception sont toujours immobiles. Les 
corps des microbes formant ces amas sont comme fondus 
ensemble, trés différents en cela des microbes qu’on rencontre 
dans les amas spontanés des cultures et qui sont en contact 
plus ou moins étroit, mais jamais confondus. 

La mensuration du pouvoir agglutinant de notre sérum, pra- 
tiquésuivant la méthode de M. Widal, c’est-a-dire par le procédé 
extemporané, montre que son activité est de 7 pour 15,000; 
une goutte de sérum agglutine quinze mille gouttes de culture. 
A cette dilution, le phénoméne demande généralement une 
demi-heure : 4 1/5000, la réaction est presque instantanée. 

Des cuitures du méme age stérilisées soit par quelques 
gouttes de formol, soit par le chauffage a 58°, se montrent a peu 
prés aussi sensibles 4 l’action du sérum que les cultures vivantes. 


1. Ge méme sérum nous sert, dans la pratique courante du laboratoire, a recon- 
naitre les diverses variétés de B. coli et de bacilles coliformes isolés des eaux, 

2. C. Nicouie et A. HAripré, Sérodiagnostic de la fiévre typhoide. Presse médi- 
cale, 25 juillet 1896. 
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Action du colisérum sur les cultures filtrées de bacterium coli. — 
Afin de nous procurer des cultures de bacterium coli riche en sub- 
stance agglutinée, nous avons suivi a peu pres la méthode indi- 
quée par Sanarelli pour la production de ses soi-disant toxines 
typhique et colique. Nous avons ensemencé notre bacterium 
coli dans du bouillon de viande peptonisé et glycériné a 1°/,; 
nous avons laissé notre culture un mois & l’étuve; elle a ensuite 
été distribuée dans des ballons qu’on a fermésa la lampe, portés 
pendant six jours une heure a 60 degrés, puis abandonnés deux 
mois la température du laboratoire. Le produit ainsi obtenu, 
qui correspond & une macération de corps de microbes, a été 
ensuite filtré sur le filtre Chamberland. Il se présente sous 
Paspect d’un liquide un peu foncé, sa réaction est fortement acide. 
Sa stérilité a été constatée en portant pendant 48 heures a I’étuve 
les flacons qui le contenaient. 

Si, dans un tube a essai stérile, on met dix goutles de ce 
bouillon filtré, puis qu’on y ajoute une goutte de notre colisérum 
et qu’on abandonne le tube a la température ordinaire du labo- 
ratoire, on ne note la production d’aucun phénomene pendant les 
heures qui suivent; le lendemain, parfois, il se montre un léger 
dépét au fond du tube, mais il n’y faut point compter. A |’étuve 
(a 37°) au contraire, au bout d’un temps variable, rarement avant 
4&5 heures, toujours apres 15 a 20 heures, on constate a l’ceil 
nu la présence de grains dans le liquide. Ces grains sont souvent 
réunis au fond du tube, mais la plus légere agitation les fait 
flotter dans le bouillon. Ils sont idenuques comme aspect avec 
les grains formés par des microbes agglutinés: méme coloration 
grisdtre, méme légereté, méme apparence floconneuse ; ils sont 
seulement d’un volume un peu moindre. C'est la la réaction qui 
a 6té décrite pour la premiére fois par Kraus sur les cultures fil- 
trées de vibrions cholériques, puis constatée également par lui 
pour le bacille typhique et celui de Ja peste. 

A examen microscopique, que Kraus n’a point pratiqué (et 
qu'il est indispensable de faire, nous yerrons tout a !’heure 
pourquoi), on constate la présence d’amas plus petits certaine- 
ment que ceux qu’on obtiendrait par l’action de notre sérum a 
1/10 sur des cultures de bacterium coli (ils sont énormes) ; mais 
d’un volume sensiblement égal a ceux que l’on constate dans la 
moyenne des cas, par l’addition d’une goutte de sérum de malade 
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atteint de fisvre typhoide A dix, & vingt goultes de culture de 
bacille typhique. Ces amas sont absolument semblables a des amas 
microbiens; il serait impossible, si ’on n’était prévenu, de les en 
distinguer. Ils sont brillants, irréguliers, comme composés de 
parlicules séparées, vaguement arrondies ou ovalaires, d’aspect 
granuleux, mais soudées et comme fondues entre elles. On 
jurerait qu’il s’agit de microbes accolés; et lorsqu’on a bien 
comparé ensemble un amas microbien et un amas de substance 
agelutinée, on a l’impression que, dans le premier cas, les 
microbes sont fondus entre eux par la coalescence de leur 
substance. 

Entre ces amas de substance agglutinée, il en est de plus 
pelits, quelquefois de si petits qu’on les dirait formés par la 
réunion de quelques unités microbiennes. 

Pour bien étudier ces détails, il suffit de se servir du dia- 
phragme; il est inutile de pratiquer une coloration. La substance 
agglutinée se laisse cependant facilement teindre par les solu- 
tions colorantes employées ordinairement dans les laboratoires 
(fuchsine de Ziehl étendue, surtout). L’aspect est le méme; mais 
la coloration est plutét nuisible qu’utile. La matiére agglutinée 
ne se colore point par la méthode de Gram. 

La production d’amas dans les cultures glycérinées filtrées 
est un phénoméne des plus nets ; il importe cependant de signa- 
ler une cause d’erreur due ace que, parfois, dans le four a 
flamber, le coton qui ferme les tubes se carbonise en partie; il se 
forme alors dans l’intérieur du tube un léger dépot de particules 
carbonisées qui, lorsqu’on y verse le liquide 4 examiner, donnent 
lieu & Ja production de petits amas. Il faut, par conséquent, ne 
se servir que de tubes irréprochablement propres, et toujours 
pratiquer l’examen microscopique qui ne permet point Ja moindre 
confusion entre ces faux amas et les vrais. 

Cette réaction est absolument spécifique : la culture filtrée mise a 
l’étuve sans addition de colisérum reste limpide; on n’observe 
point non plus la formation d’amas en remplacant le colisérum 
par un des sérums suivants : sérum de lapin normal, de lapin 
infecté avec le bacille typhique ou le vibrion de Massaouah, 
sérums d’individus divers alteints ou non de fiévre typhoide, 
et adressés au laboratoire pour Ja recherche de la réaction 


de Widal. 
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La production d’amas demande dans ces conditions généra- 
lement 15 & 20 heures. On peut la mettre en évidence d’une 
facon plus rapide et plus frappante, en ajoutant au liquide filtré 
une substance solide insoluble & l’état de fractionnement infini- 
tésimal, des cultures d’un autre microbe par exemple, et en 
faisant l’essai avec notre sérum non Aa Vétuve, ce qui serait 
impossible & cause du développement probable du microbe 
ajoulé, mais a la température ordinaire du laboratoire. 

L’expérience réussit parfaitement. On peut, soit ensemencer 
le bouillon glycériné filtré de bacteriwn coli avec un autre mi- 
crobe (bacille typhique, bacille de la psiltacose, proteus) en y 
ajoutant, si l'on veut (cela est préférable), un peu de bouillon 
neuf, puis aprés quelques heures de séjour al’étuve, alors que la 
culture devient apparente, faire agir dessus le colisérum'; 
soit faire un mélange extemporané a parties égales du bouillon 
filtré et de la culture du microbe choisi, puis y ajouter le sérum, 
toujours dans la proportion de 1/10. Dans ces conditions, en 
une demi-heure généralement, quelquefois plus vite, ’aggluti- 
nation est visible a l’ceil nu; les grains sont légers, floconneux; 
au bout de quelques heures ils se déposent au fond du tube, la 
clarification est compléte. Au microscope, on voit que les mi- 
crobes ajoutés sont agglutinés en amas; s’il s’agit d’un microbe 
mobile, il est immobilisé. Si l’on a fait choix du bacille typhique 
ou du bacille de la psitltacose, identiques au point de vue mor- 
phologique au bacterium coli, les amas quwils forment ne 
sauraient étre distingués de ceux que formeraient dans des 
conditions identiques les bactéries du colon. On remarque tou- 
jours le méme aspect de fusion des corps microbiens entre eux. 
Il semble que les microbes ajoutés aient été comme collés par 
la substance agglutinée du bacterium coli, et il est impossible 
au microscope de distinguer dans ces amas ce qui est le microbe 
étranger et ce qui est la substance agglutinée du bacterium coli. 

Voici le résumé de quelques-unes de ces expériences, qui ont 
toutes été répétées un grand nombre de fois, en raison méme de 
la singularité du phénoméne. 

{. Nous avons noté dans nos expériences que le B. cold ne pousse point dans 
son bouillon de macération filtré; le bacille de la psittacose y pousse trés bien et 
trés vite (5 heures) ; lo bacille typhique, le proteus y poussent peu et lentement. 


Si on ajoute a ce produit une quantité égale de bouillon neuf, ces trois microbes 
et le B. cold lui-méme s’y développent abondamment. 
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Bouillon glycériné filtré de B. coli et bouillon neuf a parties égales, 
ensemencés avec du bacille typhique. Le mélange est laissé 20 heures a 
Vétuve, puis additionné de colisérum a 1/10. Au bout de quelques minutes 


Vagelutination devient nette a l’ceil nu. Contréle au microscope. 
Méme expérience avec le proteus, avec le bacille de la psittacose : pour 


ce dernier les résultats sont un peu moins nets. 

Mélange extemporané a parties égales d’une culture de 24 heures de 
bacille typhique et du bouillon glycériné filtré de B. coli, Addition de coli- 
sérum a 1/10. Agglutination rapide; clarification compléte en 24 heures. 


— Contréle au microscope. 

Méme mélange mis pendant 4 heureal’étuve avant l’addition du sérum. 
Réaction identique, pas plus marquée. 

Méme expérience avec le proteus et le bacille de la psittacose; formation 
d’amas, toujours plus lente avec ce dernier. 

Mémes résultats avec des cultures mortes de ces microbes ajoutées au 
bouillon filtré. 


ll est & noter que le bacille typhique, qui a ainsi acquis la 
propriété d’emprunt de s’agglutiner sous l’influence du colisérum, 
est resté tout aussi sensible vis-a-vis du sérum typhique qu’un 
échantillon neuf. : 

Il n’est point nécessaire, pour mettre en évidence ce phéno- 
méne, d’employer des corps de microbes vivants ou morts : on 
peut les remplacer par une substance inorganique en poussiére 
tres fine, du tale par exemple. Pour faire cette expérience, a 
quelques c, c. de bouillon glycériné filtré de B. coli, 
on ajoute une pincée de poudre de talc, on agite, on laisse quel- 
ques instants en contact, et on filtre sur du papier. Le mélange 
filtré présente absolument l’aspect d’une culture peu abondante 
de bacille typhique ou de B. colu : méme trouble général, mémes 
‘ondes soyeuses par agitation. Au microscope, les particules de 
talc sont visibles sous forme de petits corps irréguliers, brillants, 
bien isolés les uns des autres. Si, & ce liquide, on ajoute du 
colisérum a la dose de 1/10, Vagglutination se montre a la tempé- 
rature ordinaire en 1/2 heure a 3/4 d’heure; il est complet et le 
liquide clarifié par le dépdt des amas en 24 heures. Au micros-— 
cope, les particules de tale se montrent agglomérées en ilots de 
volume irrégulier, il n’existe plus pour ainsi dire de particules 
isolées entre eux. C’est a peine si, avec attention, on peut dis- 
linguer qu’il ne s’agit point 1a d’amas microbiens, 

Le bouillon filtré contenant du talc non additionné de sérum, 
abondonné a lui-méme, ne donne jamais d’amas Al’ceil nu ou au 
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microscope; au bout d’un certain temps le tale se dépose sur 
les parois et au fond du tube, sous forme d’une couche fine et 
pulvérulente que l’agitationne parvient point a en détacher. Les 
amas déterminés par Vaddition du colisérum sont au contraire 
bien séparés les uns des autres, légers et flottants dans le liquide 
dés qu’on agite le tube. 

L’addition de sérums autres que notre colisérum n’a jamais 
donné lieu ala production de ce phénoméne. 

Si curieuse que soit cette réaction, elle ne saurait comporter 
d’application pratique; lorsqu’on voudra rechercher si un sérum 
fournit des propriétés agglutinantes vis-a-vis du B. coli, il sera 
préférable de s’adresser & des cultures vivantes et récentes. 

Le bouillon glycériné filtré qui nous a servi dans ces expé- 
riences était acide, avons-nous dit, et représentait le produit d’une 
macération prolongée de corps de microbes. Nous avons recher- 
ché si dans un bouillon de culture de réaction alcaline l’aggluti- 
nation pouvait également étre mise en évidence. Nous avons 
préparé a cet effet un bouillon de viande peptonisée légerement 
alcalin, que nous avons ensemencé avec une culture de B, coli, 
laissée a ]’étuve un mois, puis filtrée. Les expériences précédentes 
répétées avec ce liquide ont donné des résultats’comparables a 
ceux obtenus avec le bouillon glycériné filtré. Voici le tableau 
résumé des trois expériences les plus typiques. La stérilité du 
produit filtré avait été préalablement vérifiée. 


Bouillon alcalin filtré, d’un mois, additionné d’:ne goutte pour dix de coli- 
sérum, puis mis 4 l’étuve pendant 24 heures. Au bout de ce temps, présence 
de grains abondants dans le liquide. Contrdle au microscope. 

Mélange du méme liquide filtré 4 parties égales avec une cullure de 24 
heures en bouillon de bacille typhique, addilionnée d’une goulte pour dix de 
colisérum — agglutination nette a la température du laboratoire en une 
heure, clarification totaleen 24 heures — Contrdle au microscope. 

Méme liquide avec poudre de talc, traité par le sérum a 1/10. Mémes 
résultats. 


Ces expériences nous ayantmontré la présence conslante de la 
substance agglutinée dans des cultures anciennes, quelle qu’en 
soit la réaction, nous nous sommes demandé si cetle substance 
existait également en quantité appréciable dans des cultures plus 
jeunes. A cet effet, une culture de B. coli en bouillon de viande 
peptonisé légerement alcalin a été faile, puis filtrée au bout de 


170 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR. 


48 heures de séjour al’étuve. Voici quels ont été les résultats des 
principales expériences faites avec ce produit : 


Bouillon alcalin filtré de 48 heures, additionné d’une goutte pour dix de 
colisérum laissé A l’étuve 24 heures. Présence d’amas douteux a l’ceil nu; 
au microscope ces amas se montrent tres nombreux, mais bien plus petits 
que ceux obtenus avec des cultures plus vieilles. 

Bouillon alealin de 48 heures mélangé a parties égales avec une culture 
de bacille typhique de 24 heures, puis additionné d'une goutte pour dix de 
colisérum — agglutination nette a lceil nu en une heure ala température du 
laboratoice. — Controle au microscope. 


Les cultures filtrées de B. coli, anciennes ou récentes, alca- 
lines ou acides, contiennent donc une substance spécifique qu’ag- 
glutine et rend visible le colisérum. L’agglutination est 
d’autant plus rapide et plus marquée que la culture filtrée est 
plus ancienne. 

Action du colisérum sur les corps de microbes lavés. — En pré- 
sence de ces résultats, il était indiqué de rechercher si des corps 
de microbes lavés assez longtemps dans l’eau distillée, pour 
qu’on put étre sir que tout le liquide dans lequel ils s’étaient 
développés fit enlevé, se laissaient encore agglutiner par le 
colisérum. Malvoz ayant lavé longtemps a l’eau des corps de 
microbes (il opérait sur le bacille typhique) vit que ces bacilles 
s'agglutinaient moins bien, Cet auteur n’indique point quel était 
lage de ses cultures. Or, c’est la le point important. Les corps 
de microbes lavés réagissent d’une facon tout a fait différente 
suivant qu’ils proviennent d’une culture jeune ou ancienne. 

Pour nous procurer de ces microbes lavés, nous avons filtré 
sur filtre Chamberland des cultures en bouillon ordinaire de 
B. coli Vages différents, puis nous avons fait passer sur le filtre 
une quantité d’eau distillée égale a 10 fois la quantité de bouil- 
lon filtré. On raclait ensuite la bougie, et les corps de microbes 
ainsi obtenus étaient émulsionnés dans de l’eau distillée. Voici 
les résultats donnés par l’addition du colisérum a 1/10 & ces 
émulsions : 

Les corps de microbes provenant de cultures jeunes (2 43 
jours) s'agglutinenta peu pres aussi vite que le feraient des cul- 
tures ordinaires. Les corps de microbes provenant de cultures 
igées (25 4 30 jours) ne s’agglutinent plus ou bien ne le font 
qu’avec une extréme lenteur. La raison de cette différence nous 
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est révélée parl’examenmicroscopique de ces corps de microbes. 
Ceux qui proviennent de cultures jeunes sont presque tous bien 
vivants et mobiles, ceux qui viennent des cultures agées sont 
désagrégés, déformés, morts pour la plupart; quelques-uns 
seulement ont conservé leur forme et quelques mouvements 
lents. 

Action du colisérum sur le liquide de macération filtré des corps 
de microbes. — En faisant macérer dans de l’eau distillée & basse 
température des corps de microbes lavés, provenant de cultures 
jeunes, puis en filtrant le produit, on obtient un liquide clair 
qui s’agglutine légerement par l’addition de colisérum a 1/10. 

De tout ce qui précéde nous pouvons déja conclure que le 
corps du B. coli, vivant ou mort, contient une substance agglu- 
tinable qui diffuse peu a peu dans le bouillon de culture, et 
que l’addition de colisérum précipite sous forme d’amas, abso- 
lument comme elle précipiterait le bacterium coli en cultures. 
La production de cette substance parait liée a la désagrégation 
des corps de microbes ; elle est d’autant plus abondante dans Je 
liquide que la culture est plus vieille et par conséquent les 
microbes plus dégénérés. 

Présence constante de la substance agglutinée dans les cultures 
du B. coli, quelles que soient les conditions de cette culture et le milieu 
employé. — Nous nous sommes demandeé si cette substance agelu- 
tinée du B. coli se rencontrait d’une facon constante dans les 
cultures de ce microbe et s’il n’élait point possible, en variant 
les conditions de la culture et le milieu lui-méme, d’obtenir 
des bactéries du colon légitimes, bien vivantes, ne contenant 
plus cette substance, et par conséquentnes’agglutinant plus. On 
comprend la portée trés grande qu’aurait eu une pareille consta- 
tation. 

Nous avons cultivé le B. coli sur un tres grand nombre de 
milieux naturels ou artificiels : bouillon de viande avec ou sans 
peptone, solution peptonisée, solution de syntonine, bouillon 
phéniqué, gélose ou gélatine peptonisées avec ou sans viande, 
eélatine sans peptone, pomme de terre, milieu d’Elsner, milieux 
artificiels de Péré‘; milieu d’Uschinsky modifié par Fran- 


4. Les milieux de Péré essayés ont été: milieu A: lactate d’ammoniaque 20; 
phosphate de potasse 2,5; phosphate de soude 2, 5; sulfate de magnésie, 1, 25, 


Chlorure de sodium 1, 5; Eau 1000 — Le méme miliew avec de la dextrine a la 
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kel’, milieu de Calpaldi et Proskauer 2. Sur tous ces milieux, le 
B. coli a poussé plus ou moins abondamment suivant les cas, et 
dans toutes les cultures il s’est agglutiné presque instantanément 
par l’addition du cotisérum. Les cultures en solution de syn- 
tonine, (parapeptone) et sur gélatine 4l’eau (sans peptone et sans 
viande) ont seules demandé quelques instants avant de s’agglu- 
liner, et il est& remarquer que ces cultures étaient remarqua- 
blement pauvres; or, les microbes s’agglutinent tous d’autant 
plus rapidement gue leur culture est plus abondante. 

Nous avons également recherché Vinfluence que pouvait 
avoir la température a laquelle la culture est faite. Cette 
influence est nulle. Le B. coli cultivé & la température ordinaire 
du laboratoire ou a l’étuve & 42° s’agglutine aussi bien que 
celui qui s’est développé a 37° (en tenant compte toujours de 
Vabondance de la culture). ; 

Les cultures anaérobies se montrentaussi sensibles que celles 
faites en présence de lair. 

En résumé, toutes les fois que le B. coli pousse sur un milieu 
de culture, il est sensible a l’action du colisérum. La substance 
agglutinée parait donc faire partie intégrante du microbe. 

Actions de quelques agents physiques et chimiques sur la substance 
agglutince du B. coli. — Il était intéressant de rechercher quelle 
action pouvaient avoir sur lasubstance agglutinée divers agents 
physiques et chimiques. 

1° Chaleur. — Nous avons d’abord étudié action de Ja 
chaleur. Des cullures de B. coli de 24 heures, en bouillon de 
viande légerement alcalin, ont été portées pendant vingt minutes 
a des températures variant de 10 en 10 degrés, depuis 60° jus- 
qu’a 140°. Les résultats ont été les suivants. A 60°, 70°, 80°, 
Yagglutination se produit presque instantanément apres addi- 
tion du colisérum; a 90° et 100° il est encore trés rapide; a 
115°, 120°, 130°1l ne se montre qu’au bout de quelques minutes ; 
&140°il faut attendre 3/4 d’heure avant de le constater. Nous 
place du lactate @ammoniaque. Miliew B. : lactate de soude 20; phosphate 
double d’ammoniaque et de soude5 ; sulfate d’ammoniaque 2; phosphate de potasse 
neutre 1; sulfate de magnésie 1; chlorure de sodium 1; eau 1 000 — Le méme 
avec de la dextrine a la place du lactate de soude, 

4. Formule de ce milivu : eau 4 000; chlorure de sodium 5; biphosphate de 
potasse 2 ; asparagine 4; lactate d’ammoniaque 6. 


2. Formule ; Eau 100; asparagine 0, 2; mannite 0, 02; sulfate de magnésie 
0, 01 ;chlorure de calcium 0, 02; phosphate de potasse 0,02; chlorure de sodium 0, 02. 
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navons point cherché l’action de températures plus hautes. 
A partir de 120°, le bouillon se trouble a l’autoclave et fonce; il 
sy forme des flocons abondants (i 140° ils sont en quantité 
particulicrement grande), on s’en débarrasse avant d’ajouter le 
sérum en filtrantla culture sur un papier & filtre épais. 

[lest indispensable de rechercher la réaction agglutinante 
sur les cultures chauffées aussit6t que possible apres leur 
exposition & la chaleur; si l’on attendait quelques jours, la 
réaction serait bien plus lente 4 se produire, probablement 
parce que la substance agglutinable tend a quitter le corps 
des microbes désagrégés par la chaleur et & se répandre dans le 
liquide, 

Des corps de microbes provenant d’une culture jeune, émul- 
sionnés dans de l’eau distillée et exposés ensuite & des tempéra- 
tures variées, se comportent exactement comme les cultures. A 
140°, ’agglutination est peut-étre encore plus tardive, mais elle 
se montre d’une fagon constante. Nous avions fait ces expé- 
riences dans le but de rechercher si la réaction ou Ja nature du 
milieu de culture pouvaient avoir une action sur Ja résistance 
de la subtance agglutinée a la chaleur. 

Les cultures en bouillon filtrées se comportent de méme. 
Nous avons exposé vingt minutes a 115° des tubes contenant 
notre bouillon glycériné filtré. Le mélange de dix gouttes de ce 
liquide filtré avec une goutte de colisérum mis a |’étuve pendant 
vingt-quatre heures s’agglutine a peu pres aussi neltement que 
sile bouillon glycériné n’avait pas été chauffé. — La méme 
expérience répétée avec du talc donne une agglutination nettle 
en une heure a la température ordinaire, et une clarification 
compléte en vingt-quatre heures. — Méme résultat avec un 
mélange de bouillon glycériné filtré et chauffé, et d’une culture 
de bacille typhique de vingt-quatre heures. La substance agglu- 
tinée du B. coli est donc tres résistante a la chaleur. 

2° Froid. — Dans un mélange refrigérant nous avons placé 
de petits tubes contenant une culture en bouillon peptonisé de 
bacterium coli et des corps jeunes de microbes en émulsion 
dans l’eau distillée. La température, de — 6°, a été main- 
tenue 5 heures environ. Le bouillon ne s'est point congelé, 
’émulsion de microbes a rapidement fait prise. L’addition d'une 
goulte de sérum a dix de bouillon donne une agglutination 
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immédiate; la réaction est un peu plus lente avec l’émulsion 
de microbes. 

3° Insolation. — Une culture en solution de peptone de bacte- 
rium coli exposée deux heures au soleil (de 14 heures a4 heure, 
en décembre) donne une agglutination immédiate par l’addition 
de sérum. 

4° Dessiccation. — Une culture est filtrée sur papier a fillrer 
épais qui retient 4 sa surface une bonne partie des corps de 
microbes. Le papier est séché a l’étuve a 37°, puis abandonné 
huit jours 4 la température du laboratoire. Il est ensuite mis a 
macérer dans de l’eau distillée : le liquide de macération est fil- 
iré sur papier (pour le débarrasser des particules en suspension 
nombreuses) ; il s’agglutine rapidement par le sérum a 1/10. 

5° Age de la culture. — Une culture de bacterium colt sur 
pomme de terre, de plus de deux ans d’dge et morte, retrouvée 
dans un coin du laboratoire, présente encore a sa partie infé- 
rieure quelques gouttes d’eau tenant en suspension un grand 
nombre de corps de microbes désagrégés. L’addition d’une 
eoutte de colisérum & dix gouttes de ce liquide épais en prove- 
que l’agglutination presque immédiate. 

6° Substances chimiques. — De ces diverses expériences on 
peut conclure que la substance agglutinable du B. coli est tres 
résistante aux divers agents physiques. On sait déja que l’addi- 
tion de certaines substances antiseptiques ne géne en rien 
Yageglutination des cultures du bacille typhique : formol, chloro- 
forme, thymol, etc. Nous nous sommes assurés qu’il en était de 
méme pour le bacterium coli. Par contre, un certain nombre de 
corps chimiques précipitent les cultures de ces microbes. 
M. Malyoz les a étudiés en détail; comme il n’est nullement 
démontré que la substance précipitée dans ce cas soit identique 
a la substance qu’agglutine le sérum, nous avons laissé de cdté 
ce point de la question. 

Solubilité de la substance agglutinée du bacterium coli dans Peau, 
alcool absolu, Véther. — La substance agglutinée da B. coli est 
soluble, cela ressort des expériences que nous avons décrites 
plus haut, dans le bouillon alealin neutre ou acide et dans l’eau. 
— Nous avons recherché si elle était soluble dans V’alcool 
absolu et l’éther. Dans ce but nous avons filtré sur papier a 
fillre épais des cultures jeunes de bacterium coli. Le papier 
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a filtre a été ensuite séché pendant quelques heures a l’étuve 
a 37°, puis découpé en petils morceaux que nous avons laissé 
macérer quarante-huit heures les uns dans l’aleool absolu, les 
autres dans l’éther. Le liquide de macération a ensuite été 
décanté : les couches superficielles ont été distribuées dans de 
petits tubes bouchés, qui ont été placés dans un centrifugeur 
pendant 5 heures, de maniére 4 débarrasser le liquide des pro- 
duits solides (corps de microbes et autres) qui auraient pu y 
persister. Les couches supérieures de ce liquide ont ensuite été 
transvasées et mises & évaporer dans une étuve & 20°. Le léger 
dépot laissé par l’évaporation a été dissous dans du bouillon 
faiblement alcalin et celui-ci filtré sur papier : nous avons 
obtenu ainsi un liquide tout a fait clair auquel nous avons 
ajouté notre sérum actif a la dose de 1/10, Les tubes owt le 
mélange avait été fait ont été abandonnés & une basse tempé- 
rature pendant quarante-huit heures (leur non stérilité empé- 
chait de les mettre 4 l’étuve). Au bout de ce temps des amas trés 
nets étaient apparus dans le bouillon. Examinés au micros- 
cope, ces amas se montrent identiques 4 ceux observés avec des 
cultures simplement filtrées et trés analogues aussi & des amas 
microbiens. 

La solubilité parait égale dans l’alcool absolu et l’éther. 

Apparition du pouvoir agglutinant dans le sérum dun animal 
sous Vinfluence des injections de substance agglutinée. —MM. Widal 
et Sicard, puis Levy et Bruns, ont montré les premiers qu’en 
inoculant aux animaux des cultures stérilisées ou filtrées de 
bacille typhique, on déterminait l’apparition de la propriété 
agglutinante dans leur sérum; ce pouvoir agglutinant se montre 
plus lentement et toujours a un degré plus faible que lorsqu’on 
inocule a ces animaux des cultures vivantes. 

Nous avons repris ces expériences en nous servant comme 
liquide d’inoculation de notre bouillon glycériné filtré de B. 
coli. Un lapin a regu en injections sous-cutanées dix-huit 
cent. cubes de ce liquide chauffé au préalable & 115°, en sept 
jours. Il est sacrifié au bout de ce temps, il présente des 
altéralions rénales manifestes et son urine est trés trouble. 
La mensuration du pouvoir agglutinant du sérum de cet animal 
montre qu'il est de 1/25 environ; son urine est active a 1/10, 
Nous avons répélé avec le sérum de cet animal les expériences 
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décrites plus haut sur l’action du colisérum sur les cultures 
filtrées de bucterium coli avec ou sans addition de tale : ’agglu- 
tination est plus lente & se montrer, mais se produit d'une 
maniére constante. 

Un autre lapin ayant recu les mémes doses du liquide glycé- 
riné chauffé & 115° et présentant un sérum actif & peu pres au 
méme degré, recut ensuite, en 15 jours, 15 c. c. de la méme 
culture filtrée non chauffée. — Le pouvoir agglutinant de son 
sérum monta rapidement a 1/400. 

Ces expériences démontrent que c’est sous l’influence de la 
substance agglutinée qu’apparail le pouvoir agglutinant du 
sérum. — Lorsque cette substance est altérée par le chauffage, 
le pouvoir agglutinant est plus faible. 

De méme qu’une culture vivante s’agglutine toujours mieux 
sous l’influence du sérum qu’une culture stérilisée ou filtrée, 
les inoculations de cultures vivantes déterminent plus rapide- 
ment eta un degré plus élevé l’apparition du pouvoir agglu- 
tinant dans le sérum que celles de ces mémes cultures stérilisées 
ou filtrées. 

Nous avons recherché dans l’urine de nos lapins la présence 
de la matiére agglutinée, mais sans la déceler; urine au con- 
traire, comme nous l’avons vu plus haut, acquiert rapidement, 
comme le sérum, des propriétés agglutinantes. 


LA SUBSTANCE AGGLUTINEE DU BACILLE TYPHIQUE 


Les détails dans lesquels nous sommes entrés & propos de 
étude dela substance agglutinée du B. coli vont nous permettre 
d’aller un peu plus vite dans l’exposé de nos recherches sur la 
substance agglutinée du bacille typhique. Un certain nombre 
d’expériences avaient été faites d’ailleurs sur celle-ci, antérieure- 
ment aux notres. 

Conditions des expériences et réactions de contréle. — Le sérum 

gglutinant dont nous avons fait usage est le sérum d’un lapin 
ae avec des cultures jeunes en peaition de viande peptonisée 
de bacille typhique. En quatre mois, ce lapin a recu 15 c. c. 
de cultures sous la peau. — Nous l’avons sacrifié et par ponc- 
tion du coeur nous avons obtenu une quantité notable de sang 
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qui nous a donné par le repos les quelques c. c. de sérum 
nécessaires & nos expériences. La stérilité de ce sérum a 
été éprouvée par son séjour a I’étuve pendant 48 heures. 
Liessai en a été fait tout d’abord sur une culture jeune 
de bacille typhique en bouillon pour la mensuration de 
son pouvoir agelutinant. Ce pouvoir est de 1/8000; il est 
a peu pres égal quand on fait agir le sérum sur des cultures 
stérilisées récemment par laddition de quelques gouttes de 
formol. Ce sérum est dépourvu d’action agglutinante sur le 
bacterium coli, le bacille de la psittacose, et sur un certain 
nombre de coliformes isolés par nous des eaux. 

Le bacille typhique qui nous a servi pour nos expériences et 
pour la préparation de ce sérum est un bacille typbique légitime, 
isolé de la rate d’un typhique, et servant dans notre laboratoire 
a la pratique du sérodiagnostic de la fiévre typhoide. 

Nous avons répété un certain nombre de nos expériences en 
employant, a la place de notre sérum de lapin, divers échantil- 
lons desérum provenant d’individus atteints de fiévre typhoide. 
Les résultats ont toujours été les mémes. 

Action du sérum typhique sur les cultures filtrées du bacille. 
— Nos premiéres recherches ont été failes sur une culture 
en bouillon de viande peptonisé et glycériné a 1 0/0, filtrée 
sur bougie Chamberland aprés un mois de séjour a l’étuve. Ce 
produit, dont la stérilitéa ététout d’abord éprouvée par un séjoura 
Pétuve pendant 24 heures, est fortement acide. Il est trés analo- 
gue au bouillon glycériné fillré qui nous a servi pour l'étude du 
bacterium coli : il représente cependant le produit d’une macé- 
ration moins compléte des corps microbiens. 

Si, 4 dix gouttes de ce liquide, on ajoute une goutte du sérum 
actif et qu’on mette le mélange a |’étuve, on constale quelque- 
fois apres 5-6 heures, toujours apres 24 heures, la présence de 
petits grains dans le liquide. Au microscope, ces amas sont tres 
nets, identiques 4 des amas microbiens. Kraus qui a, le pre- 
mier, constaté cette réaction, l’a décrite comme tres variable 
dans son intensité, quelquefois tres lente a se produire, pouvant 
méme faire défaut. Il croit que ces variations, dont la cause 
yérilable lui échappe, peuvent étre attribuées aux différences de 
virulence, de toxicité, d’alcalinité ou d’age des cultures. 

Nous avons eu pournolre part des résultats constants, et nos 
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cultures n’étaient ni virulentes, ni toxiques. La réaction au 
tournesol ne parait pointnon plus jouer de réle dans la produc- 
iion ou l’intensité du phénoméne. Un bouillon alcalin filtré se 
comporte exactement comme notre bouillon glycériné acide 
(nous l’avons déja vu pour le B. coli, nous le reverrons tout a 
Vheure pour le bacille cholérique). I] est 4 noter que Kraus ne 
nous donne ni l’Age exact de ses cultures filtrées, ni le degré 
d’activité de son sérum. C’est probablement 1a la cause des dif- 
férences observées par lui, et que nous n’avons pas retrouvées, 
nous servant dans toutes nos expériences d’un sérum actif tou- 
jours le méme et de vieilles cultures. Nous verrons plus loin 
que des cultures jeunes fillrées donnent une réaction moins 
nette. 

L’expérience faite avec du talc en suspension dans le liquide 
filtré, additionné de sérum a 1/10, donne, a la température ordi- 
naire, une agglutination faible au boutde quelques heures, des plus 
évidentes en 24 heures. Un mélange a parties égales du liquide 
filtré et d’une culture jeune de bacterium coli est agglutiné par 
le sérum 4 1/10 en une demi-heure a la température ordinaire ; 
le lendemain la réaction est entiérement disparue, le B. coli 
s’étant développé dans le milieu de culture. 

Des expériences de contrdéle faites avec le liquide filtré et le 
talc, ou bien du B. coli sans addition de sérum, n’ont point donné 
lieu ala formation d’amas a l’ceeil nu ou au microscope. Par 
contre, le sérum d’un malade atteint de fievre typhoide, actif & 
1/300, a agglutiné en moins d’une demi-heure un mélange de 
culture de bacterium coli et de notre liquide glycériné filtré. 

Avec une culture de bacille typhique en bouillon légerement 
alcaline, d’un mois, filtrée, nous avons eu des résultats analogues. 
Voici le résumé des expériences les plus typiques faites avec ce 
produit : 


Ce liquide filtré additionné a 1/10 de sérum actif : agglutination en 
24 heures a l’étuve. 

Méme liquide tenant en suspension du tale additionné a 1/10 de sérum : 
agglutination débutant aprés quelques heures &la température du labora- 
toire. 

Méme liquide mélangé avec une culture de B. coli a parties égales 
additionné de sérum a 4/10: agglutination en une heure a la tempé- 
rature ordinaire ; laréaction devient moins nette ensuite, puis disparait par 
suite du développement du B. coli. 
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La réaction du liquide ne joue done aucun role dans la pro- 
duction du phénoméne. 

Avec une culture jeune de 3 jours, en bouillon simple légeére- 
ment alealin, filtrée, la réaction existe, mais plus faible, comme 
le montre le tableau de nos expériences qui suit : 


Bouillon alealin de trois jours filtré, additionné de sérum typhique 4 1/10, 
et mis a l’étuve : agglutination légére apres 24 heures. Le méme liquide 
tenant en suspension du tale et additionné de sérum & 1/10 ne donne ala 


température du laboratoire que des amas trés petits, au bout de plusieurs 
heures. 


Un mélange de ce liquide & partie égale avec une culture de B. coli, addi- 
tionné d’une goutte de sérum pour dix, donne une agglutination trés faible 
a la température ordinaire au bout de plusieurs heures, nulle le lendemain, 
le B. coli s’étant développé. 


Ce sont la des résultats comparables & ceux que nous avons 
notés pour le B. coli. La substance agglutinée du bacille typhique 
diffuse dés les premiers jours dela culture, ducorps des microbes 
dansle liquide; maiselle y est alors tres peu abondante. Sonabon- 
dance croit 4 mesure que la culture vieillit; elle reste toujours 
moindre dans les cultures de bacille typhique que dans celles de 
bacterium coli, parce que ce microbe se développe toujours bien 
davantage en bouillon que le bacille d’Kberth. 

Les réactions de la culture filtrée de bacille typhique sous 
lVinfluence de sérum actif sont spécifiques. — Kraus avait déja fait 
voir que ces cultures filtrées ne s’agglutinaient point par l’action 
des sérums suivants ;: sérum d’homme ou de cheval sain, sérum 
anticholérique et anticolique de chévre, sérum antidiphtérique 
et antistreptococcique de cheval. Nous avons de méme obtenu 
des résultats négatifs avec des sérums normaux d’homme et de 
lapin, et le s4rum de lapin infecté avec des cultures de bacterium 
coli et de vibrion de Massouah. 

Action du sérum typhique sur les corps des microbes lavés. — Les 
résultats soni les mémes que ceux observés avec le B. coli. Des 
corps de bacilles typhiques provenant d’une culture en bouillon 
de 24 heures, lavéssur un filtre 4 l’eau distillée, puis émulsionnés, 
s’agglulinent rapidement par l’action du sérum. Au contraire, des 
corps microbiens provenant d’une culture 4gée d'un mois, et 
traités de méme, ne s’agglutinent point ou bien ne le font qu’avee 
une extréme lenteur, L’examen microscopique montre dans le 
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premier cas des bacilles vivants et mobiles, dans le second, 
presque uniquement des corps microbiens dégénérés. 

Action du sérum typhique sur une macération filtrée de corps de 
microbes. — Kraus ayant fait macérer dans de l’eau distillée des 
corps de bacilles typhiques pris sur une culture sur gélose, puis 
ayant filtré le liquide, vit qu’il s’y formait des amas par l’addition 
de sérum. Nous avons obtenu des résultats analogues avec une 
macération filtrée de bacterium coli. Nous n’avons point répéteé 
cette expérience pour le bacille typhique. 

Présence constante de la substance agglutinée dans les cultures du 
bacille typhique. — Nous avons répété pour le bacille typhique les 
expériences déja rapportées a propos du bacterium coli. En de- 
hors des milieux de culture employés ordinairement dans les 
laboratoires, nous avons fait usage des milieux artificiels de 
Péré. Nous avons également varié la température de culture. 
Toutes les fois que le bacille typhique s’est développé dans nos 
milieux, il s'est montré sensible a l’agglutination par le sérum. 
Celle-ci est d’autant plus rapide et d’autant plus compléte que la 
culture microbienne est plus abondante. 

Action de quelques agents physiques et chinuques sur la substance 
ayglutinée du bacille typhique. 

1° Chaleur. — M. Widal avait déja noté que des cultures de 
bacille d’Kberth portées une demi-heure a trois quarts d’heure a 
des températures intermédiaires entre 57° (ot la culture est 
sterilisée en 5 minutes) et 60°, s’agglutinaient aussi rapidement 
que des cultures vivantes ; mais qu’un séjour de méme durée de 
70° a 100° Jeur faisaient perdre en partie ou totalité cette pro- 
priété. Avec un sérum trés actif, il obtenait encore des amas, 
mais ceux-ci élaient petits et lents a se former. 

Nous avons repris ces expériences en nous servant de cultures 
de 24 heures en solution de peptone, que nous avons exposées 
pendant un quart d’heure a des températures diverses. 
Nos résultats se rapprochent sensiblement de ceux de M. Widal. 

Une température comprise entre 57° et 65° ne parait*avoir 
aucune action empéchante ou retardante sur l’agelutination de 
la culture. Entre 75° et 85°, on note un retard de quelques 
minutes. A 95°, la réaction ne devient évidente qu’apres dix 
minutes ; a 100° elle demande vingt minutes pour se produire. 
Une culture chauffée a 115° donne avec notre sérum une aggluti- 
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nation lente (3/4 d’heure) et les amas restent toujours petits. Au- 
dessus de 115°, ’agglutination manque, ou bien est si lente et 
si inconstante qu’il est impossible de compter sur sa production. 

Kn employant a la place de bouillon alcalin une émulsion 
dans l’eau distillée de corps de microbes jeunes et lavés, nous 
avons obtenu des résultats analogues. 

2° Froid. — Une température de — 6° agissant pendant cing 
heures sur des cultures en bouillon ou sur une émulsion de corps 
de microbes jeunes, retarde de quelques minutes a peine l’appa- 
rition d’amas sous l’influence du sérum. 

3° Insolation. — Deux heures d’exposition a la lumiére solaire 
se montrent sans action sur la production du phénoméne. 

4° Dessiccation. — Des corps de bacilles typhiques filtrés sur 
un papier a filtre, puis séchés a 37°, exposés pendant huit jours A 
la température du laboratoire, et émulsionnés dans de l'eau dis- 
tillée, s'agglutinent tres rapidement par |’additionde notresérum. 

5° Addition Wantiseptiques. — L’addition d’acide phénique a 
1/1000 &u bouillon de culture n’empéche point le développe- 
ment du bacille typhique, et celui-ci conserve toute sa sensibi- 
lité vis-a-vis du sérum agglutinant. Ce fait a été signalé par 
nous dés le mois d’aott 1896 '. Nous avons méme a cette époque 
préconisé l’addition d’acide phénique a cetle dose aux cultures 
en bouillon, dans Ja pratique du séro-diagnostic, lorsqu’on n’est 
point bien str de la stérilité du sérum et qu’on veut faire la 
réaction 4 l’étuve par le procéd$ lent. Cette précaution est géné- 
ralement inutile, le procédé extemporané donnant presque tou- 
jours en peu de temps une certitude. M. Van de Velde a 
montré depuis que l ‘addition d’acide phénique a dose antiseptique 
n’empéchait point la production du phénomeéne. 

L’addition de formol aux cultures, a la dose de trois gouttes 
de la solution du commerce jpour 150 de culture, jouit de la 
méme propriété; MM. Widal et Sicard ont proposé une modi- 
fication du séro-diagnostic basée sur cette constatation, et con- 
sistant dans l’emploi de cultures ainsi tuées et restées cependant 
sensibles au sérum typhique. Ce procédé peut rendre des 
services en dehors des laboratoires, lorsqu’on ne peut se procurer 
des cultures vivantes, toujours infiniment préférables, Dans 


4. C. Nrcotte ct A. Haripit, Vormandie 1 édicate, 15 aotit 1826, 
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leurs expériences, MM. Widal et Sicard ont vu s’agglutiner trés 
rapidement, sous l’actiondu sérum de malades atteiuts de fievre 
typhoide, des cultures stérilisées par l’euploi du formol depuis 
cing mois. 

Des constatations analogues ont été faites par M. Van de 
Velde en ajoutant aux cnltures du bacille d’Kberth du chloro- 
forme, de ]’éther, du sublimé a dose antiseptique. 

La substance agglutinée du bacille typhique est donc trés 
résistante aux agents physiques et antiseptiques ; elle ne paratt 
point cependant jouir d’une résistance tout a fait égale a celle 
du B. coli. Ce n’est sans doute Ja qu’une apparence tenant a ce 
que, dans tous nos milieux de culture, le B. coli pousse plus 
abondamment que le bacille typhique, et que par 14 méme il 
produit plus de substance agglutinable. 

Solubilité de la substance agglutinée du bacille typhique dans 
Veau, Ualcool absolu, Véther. — Des expériences identiques a celles 
que nous avons décrites 4 propos du B. coli nous ont montré la 
solubilité de la substance agglutinée du bacille typhique dans 
Valcool absolu et l’éther. Les amas obtenus par dissolution du 
produit évaporé dans le bouillon sont identiques a des amas 
microbiens. 

Nous savions déja la solubilité de cette substance dans l’eau 
et le bouillon ]égérement alcalin ou acide. 

Apparition du pouvoir agglutinant dans le sérum des animaux 
sous Vinfluence de Vinoculation de la substance agglutinée du bacille 
typhique. — Nous avons inoculé & deux lapins sous la peau, 
de nos cultures de bacille typhique en bouillon glycériné, d’un 
mois, filtrées et chauffées au préalable a 115°. A cette tempé- 
rature, nous le savons, la substance agglutinée n’est plus que 
difficilement mise en évidence. Nos animaux, apres avoir recu 
en douze jours 26 c. c. de ce produit, n’ont présenté qu'un 
pouvoir agglutinant des plus faibles et méme douteux (1/10) 
de leur sérum. L’inoculation ultérieure de 19 c.c. du méme 
liquide non chauffé, en vingt-cing jours, a déterminé !'appa- 
rition d’un pouvoir agglutinant des plus manifestes. 
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LA SUBSTANCE AGGLUTINEE DE VIBRION DE MASSAOUAH 


Nous serons encore plus bref dansl’exposé de nos recherches 
sur la substance agglutinée du vibrion de Massaouah, I] nous 
parait en effet inutile d’accumuler les redites, nos expériences 
ayant été identiques et leurs résultats comparables. 

Conditions des expériences et réactions de contrdle. — Le sérum 
qui nous a servi comme réactif est celui d'un lapin ayant recu 
sous la peau, en 40 jours, 4c. c. de culture en bouillon peptonisé, 
de vingt-quatre heures, du vibrion de Massaouah. Ce microbe, que 
nousavonsrecude l'Institut Pasteur, étant tres pathogene,adtétre 
inoculé tout d’abord & dose faible: un 1/10 de ¢c. c. Nous nous 
sommes arrétés quand nous avons atteint la dose de 1c. c. 
Le sérum de notre lapin, essayé sur une culture sur gélose du 
méme microorganisme délayée dans de l’eau distillée (pour 
éviter les amas que donne en bouillon le voile du vibrion parsa 
désagrégalion), s’est montré actif 4 1/1000. A cette dilution, 
trois quarts d’heure sont nécessaires pour la formation des 
amas. Au tilre de 1/250, ce sérum provoque une agglutination 
immédiate. C’est donc par rapport a nos sérums colique et 
typhique un sérum d’activilé faible. 

Nous nous sommes assurés tout d’abord que nos cultures de 
vibrion de Massaouah n’étaient agglutinées par aucun autre 
sérum que celui que nous avons préparé, et que notre sérum ne 
jouissait d’aucun pouvoir agglutinant vis-a-vis d’autres micro- 
organismes. 

Action du sérum vibrionien sur les cultures filtrées du vibrion de Mas- 
saouah. — Une culture de vibrion de Massaouah a été faite en 
bouillon glycériné a 4 0/0 et filtrée apres 19 jours de séjour 
alétuve. Nous avons répété sur le liquide de filtration, dont la 
stérilité avait été préalablement vérifiée, les expériences déja 
décrites A propos du B. coli et du bacille typhique. Nous 
avons obtenu des résultats identiques, comme I’indiquele résumé 
ci-joint de nos principales expériences : 


Bouillon glycériné, filtré, additionné d’une goutte pour dix de sérum, 
puis mis a l’étuve: au bout de 24 heures des amas sont bien visibles dans 
le liquide ; ils sont identiques & des amas microbiens et se colorent bien par 
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la fuschine de Ziehl diluée. (C’est l’expérience faite pour Ja premiére fois par 
Kraus sur un vibrion cholérique différent de celui de Massaouah.) me 
Méme liquide tenant des corpuscules de talc en suspension additionneé 


de sérum & méme dose et abandonné a la température du laboratoire: 
apparition des amas au bout d'une heure. 


Mélange & parties égales de ce liquide et d’une culture de B. coli de 
24 heures, addition. de sérum : méme résultat. 


Ces réactions sont spécifiques, aucun autre sérum n’a cette 
action sur les cultures filtrées du vibrion de Massaouah. 

Action du sérum vibrionien sur les corps de microbes lavés. — 
Des corps de vibrions, provenant d’une culture en bouillon simple 
de 24 heures, lavés sur un filtre Al’eau distillée, puis émulsion- 
nés dans l’eau, s’agglutinent immédiatement sous linfluence du 
sérum actif. Une culture en bouillon glycériné, agée d’un mois, 
trailée de la méme facon, donne encore une agglutination ra- 
pide. Au microscope on remarque dans ce cas que les vibrions 
sont encore en général animés de mouvements rapides, Cette 
résistance des vibrions explique pourquoi les cultures agées de 
Massaouah se laissent encore agglutiner facilement, tandis qu'il 
n’en est point absolument de méme pour celles de B. coii ou 
de bacille typhique moins résistants. 

Action dusérum vibrionien sur une macération de corps de vibrions. 
— Cette expérience a été faite par Kraus avec des cultures 
sur gélose, délayées dans l'eau, soumises & une pression 
de 300 atmosphéres, puis filtrées. L’agglutination s'est montrée 
sous linfluence du sérum. II s’agissait dans cette expérience, 
que nous n’avons point répétée, d’un vibrion aulre que celui de 
Massaouah. 

Présence constante de la substance agglutinée dans les cultures du 
vibrion de Massaouah quel que soit le milieu de culiure employé. — 
Nous avons cultivé le vibrion de Massaouah sur tous les milieux 
employés généralement dans les laboratoires, et dans quelques 
milieux artificiels : solution de syntonine, milieu B de Péré, 
liquide de Capaldi et Proskauer. Partout ou le vibrion cholérique 
se développe, il se laisse agglutiner par le sérum. 

Action de quelques agents physiques. 1° Chaleur. — Une culture 
en bouillon peptonisé légerement alcalin, portée un quart 
d’heure a 100°, s’agglutine encore trés facilement; si la cul- 
ture est laissce le méme temps A 115%, elle n’est plus ageluti- 
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née que lentement par le sérum et les amas sont trés petits, 

2° Froid. — Une température de — 6° maintenue pendant 
5 heures retarde manifestement |’agelutination d’une culture en 
bouillon du vibrion de Massaouah: il faut attendre 1/2 heure, et 
encore plus s ils’agit d’une émulsion duméme microbe dans l'eau. 

3° Pression. — Nous avons vu plus haut que, dans ses expé- 
riences, M. Kraus avait soumis & une pression de 300 atmo- 
sphéres une macération de corps de vibrions d'une espéce 
différente du vibrion de Massaouah sans leur faire perdre pour 
cela la propriété de s’agglutiner sous l’action du sérum actif. 

Solubilité de la substance agglutinée du vibrion de Massaouah 
dans quelques liquides. — Cette substance est soluble dans l’eau, 
le bouillon neutre, alcalin ou acide, l’alcool absolu et l’éther. 


LA SUBSTANCE AGGLUTINEE DE CERTAINS AUTRES MICROBES 


Le B. coli, le bacille typhique, le vibrion de Massaouah ne 
sont point les seuls microbes dont les cultures se laissent agglu- 
tiner par l’action du sérum des animaux infectés par eux. Un 
certain nombre d’aulres microorganismes sont dans le méme cas: 
le séro-diagnostic de quelques maladies autres que la fiévre 
typhoide et les colibacilloses, parait dés aujourd’hui possible. Il 
est @ priori certain que tous les microbes qui se laissent agglu- 
tiner doivent cette propriété a la présence, dans leur corps, 
d’une substance agglutinable analogue comme propriétés a celle 
que nous venons de décrire pour le bacille typhique, le vibrion 
de Massaouah et le B. coli. 

Nous possédons déja, sur l’existence de cette substance dans 
les cultures de deux autres microorganismes, quelques notions 
dues & M. Kraus, quia montré que les cultures filtrées d’un 
vibrion cholérique (de la race de Koch sans doute) et du bacille 
de la peste, donnaient par l’addition des sérums homologues de 
pelits amas, aprés 24 heures de séjour a l’étuve. Ces réactions 
sont tout aussi spécifiques que celles que présentent les cultures 
vivantes de ces microbes. 

Cependant toutes Jes cultures microbiennes ne se .aissent 
point agglutiner sous l’action du sérum des animaux infectés 
par elles. Le phénoméne de l’agglutination n’est donc point un 
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phénombne constant. Un certain nombre de preuves en ont 6té 
déja apportées. Nous en donnerons deux nouveaux exemples. 

Depuis quatre mois, dans notre laboratoire, M. le D" Hébert 
inocule réguliérement des cultures de divers échantillons de 
bacille de Friedleender, isolés par nous des angines ou de l'eau, 
a des lapins par toutes les voies: sous-cutanée, intraveineuse, 
intrapéritonéale. Suivant la virulence ou les doses inoculées, les 
animaux sont plus ou moins malades: un certain nombre 
d’entre eux ont présenté des suppurations localisées quiontguéri. 
La résistance de ces animaux au bacille de Friedlander est 
aujourd’hui wes grande; ils peuvent supporter sans grand 
malaise l’inoculation de doses vraiment considérables de cultures 
vivantes dans le péritoine. Jamais le sérum de ces animaux n’a 
présenté le moindre pouvoir agglutinant vis-a-vis des cultures 
du bacille inoculé. 

M. Nicolas (de Lyon) a décrit agglutination des cultures du 
bacille diphtérique sous linfluence du sérum antidiphtérique de 
cheval’. Seul le sérum thérapeutique de cet animal et celui des 
individus traités par lui aurait cette propriété. Il n’en a jamais 
constaté l’existence dans le sérum d’animaux de laboratoire, 
infectés soit avec des cultures vivantes, soit avec de la toxine 
diphtérique; pas plus d’ailleurs que dans celui des enfants 
atteints de diphtérie et non encore inoculés. Sa conclusion est 
qu'on ne peut parler de séro-diagnostic pour la diphtérie. 

Nous avons repris en partie les expériences de M. Nicolas. 
Nous basant sur les résultats obtenus par lui, nous espérions, par 
des inoculations répétées de cultures chauffées & 65°, et par 
conséquent devenues peu toxiques, déterminer la production du 
pouvoir agglutinant dans leur sérum, Le pouvoir agglutinant 
chez les animaux infectés avec des cultures de B. coli, bacille 
typhique ou vibrion cholérique, étant lié a l'inoculation des corps 
microbiens, nous avions lieu de croire qu'il en était de méme 
pour le bacille diphtérique: ¢’est pourquoi nous nous étions 
efforcé de nous débarrasser de la présence de la toxine qui rend 
les inoculations répétées dangereuses. 

Nos expériences ont été failes sur un nombre assez impor- 
tant d’animaux. En voici lerésumé : 


4. J. Nicouas, Société de biologie, 30 janvier 1897. 
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A un premier lot de lapins nous avons inoculé des cultures du bacille 
diphtérique chauffées 4 65° pendant 1/2 heure; a un second lot, de la toxine 
préparée par nous et active & 1/30 de centimétre cube, chauffée également 
a 65°; a un troisiéme lot, des corps de bacilles diphtériques recueillis sur 
un filtre, dilués dans du bouillon stérile et chauffés a 600, 

A un premier lot de rats blancs (animaux réfractaires) de la toxine 
diphtérique non chavffée; & un second lot, de la toxine chauffée & 65°; a un 
troisieme lot, des corps de microbes chauffés a 60° 


Il nous parait inutile de donner le détail de nos expériences, 
étant donné le résultat négatif qu’elles ont eu. Le bacille diphté- 
rique employé par nous est l’échantillon qui sert a I'Institut 
Pasteur pour la préparation du sérum antidiphtérique et qui est 
connu sous le nom de bacille américain. — Nos inoculations ont 
été poursuivies pendant trois mois avec la plus grande prudence, 
Nous avons eu cependant une mortalité de 1/3 sur nos lapins; 
un seul rat est mort (il recevait de la toxine non chauffée). Nos 
animaux avaientacquis a la fin une résistance extrémement con- 
sidérable. Jamais le sérum @aucun Wentre eux wa présenté de pou- 
voir agglutinant vis-a-vis de l’échantillon de bacille diphtérique 
employé, que les cultures d’épreuve aient été faites en bouillon 
ou aient consisté en une émulsion dans !’eau distillée de cultures 
sur sérum coagulé. 

Nous avons en méme temps recherché l’action agglutinante 
du sérum aptidiphtérique de l'Institut Pasteur et de celui préparé 
par nous & notre laboratoire sur les cultures du bacille améri- 
cain. Nous n’ayons point noté d’agglutination réelle, soit que le 
mélange de culture et. de sérum a1/10 ait été porté a l’étuve, soit 
qu'il ait été laissé & Ja température du laboratoire. Au bout de 
24 & 48 heures il se fait souvent un dépét au fond du tube, mais 
ce dépot n’a rien de spécifique; nous l’avons obtenu avec d’autres 
sérums, en particulier avec notre sérum typhique de lapin; au 
microscope il n’y a point d’amas agglutinés; les microbes qui 
forment les petits amas, constants d’ailleurs dans toute culture 
diphtérique, sont toujours bien nettement distincts les uns des 
autres, jamais confondus. 

La race de bacille diphtérique sur laquelle nous avons 
expérimenté ne se laisse donc point agglutiner par le sérum 
homologue. 

Ce fait ne parait point lui étre spécial; car M. Kraus avait 
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déja noté que le sérum antidiphtérique (de cheval), dont il 
faisait usage dans ses expériences, ne provoquait jamais la pro- 
duction d’amas dans les cultures filtrées du bacille diphérique, 
apres vingt-quatre heures de séjour a l’étuve. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


Le corps de certains {microbes (Bacterium coli, bacille typhi- 
que, vibrion de Massaouah, etc.) renferme une substance parti- 
culivre : substance agglutinée ou agglutinable, a l’existence de 
laquelle est liée la production du phénoméne de l’agglutination 
des microbes. 

Ces microbes vivants, les mémes microbes tués par la chaleur 
ou par l’addition de certaines substances antiseptiques, réagissent 
sensiblement de la méme manieére. 

Leur culture filltrée, traitée par le sérum, donne également 
lieu & la production d’amas bien visibles a |’ceil nu et tout a fait 
identiques au microscope avec des amas microbiens, dontils pré- 
sentent les réactions vis-a-vis des matieres colorantes. — Ce 
phénomene, pour lequel le séjour al’étuve pendant quinzea vingt 
heures est généralement nécessaire, est constant quand on em- 
ploie des cultures filtrées d’un certain age; il se montre déja 
trés nettement, quoique a un degré plus faible, quand on se sert 
de cultures de quelques jours. 

Pour le mettre en évidence d’une facon plus rapide et plus 
sensible, on peut ajouter au liquide filtré de la poudre de talc, ou 
bien une culture jeune d’un autre microbe : agglutination par 
le sérum se produit alors généralement en trois quarts d’heure 
a la température du laboratoire. 

Ces réactions sont spécifiques; aucun autre sérum que le 
sérum homologue ne les donne. 

Les corps de microbes lavés a l’eau distillée, quand ils pro- 
viennent d’une culture jeune, s’agglulinent rapidement par le 
sérum ; ils ne réagissent que lentement et faiblement si la cul- 
ture est vieille. 

Le liquide de macération des corps de microbes (jeunes), 
filtré, se comporte comme le bouillon de culture filtré, 
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Ces diverses réactions ne sauraient étre préconisées pour la 
pratique du séro-diagnostic des maladies; l'emploi de cultures 
vivantes et récentes est toujours préférable. 

La présence de la substance aggiutinée dans le corps du mi- 
crobe est un fait constant, quelles que soient les conditions dans 
lesquelles la culture a été faite et le milieu de culture employé; 
la substance agglutinée fait partie intégrante de la constitution 
du microbe. 

La substance agglutinée est tres résistante aux divers agents 
physiques tels que la chaleur, le froid, la lumiére solaire, une 
haute pression, la dessiccation. Celle du bacterium coli parait un 
peu plus résistante, par cette seule raison probablement que les 
cultures de ce microbe étant toujours trés riches dans les milieux 
de culture, la substance agglutinée s’y rencontre par la méme 
toujours en tres grande abondance. 

{addition d’un certain nombre de substances antiseptiques 
aux cultures n’empéche point la production du phénoméne, 

La substance agglutinée est soluble dans l’eau, dans les liqui- 
des alcalins ou manifestement acides; elle est soluble également 
dans l’alcool absolu et dans l’éther. 

La production du pouvoir agglutinant dans le sérum d’un 
animal infecté par un microbe est liée a l’inoculation de la subs- 
tance agglutinée. Les causes qui l’affaiblissent ou la détruisent 
dans le liquide inoculé empéchent ou retardent l’apparition du 
pouvoir agglutinant dans le sérum de !’animal. Mais de méme 
que rien ne vaut comme réactif passif de ’agglutination une cul- 
ture vivante et récente, pour la production d’un pouvoir agglu- 
tinant rapide et puissant rien n’égale l’inoculation de la culture 
vivante. 

Au début de sa vie, le corps du microbe contient senl la subs- 
tance agelutinée. Il en fait la synthése aux dépens des matériaux 
nutritifs qui lui sont offerts; ce n’est que plus tard, lorsqu’il se 
désagrége, que cette substance passe dans le liquide. 

La nature de la substance agglutinée ne nous est point encore 
connue. Sa composition chimique est sans doute tres complexe. 
M. Kraus aurait trouvé au produit de précipitation parle sérum 
des cultures filtrées de vibrions cholériques les caractéres des 
peptones et des alcali-albumines. Cela est bien vague. 

La production de la substance agglutinée n’est en rapport nl 
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avec la virulence, ni avec la toxicité des cultures employées. Le 
bacille typhique et le bacterium coli qui nous ont servi dans 
nos expériences sont a peu prés dépourvus de virulence et lota- 
lement de toxicité. 

En ce qui regarde spécialement la substance agglutinée du 
bacille typhique, elle différe essentiellement de la toxine ty- 
phique soluble décrite par M. Chantemesse * : loin de disparaitre 
alalongue du bouillon quand celui-ci vieillit, elle y devient plus 
abondante ; elle n’est point sensible a l’air, & la lumiére, al’aci- 
dification de la culture comme lest Ja toxine typhique. Elle se 
sépare enfin de toutes les toxines microbiennes connues par sa 
solubilité dans l’alcool absolu, qui précipite celles-ci des liquides 
otelles existent. La présence du pouvoir agglutinant dans le 
sang ne saurait donc par 1a méme étre le signe d’une intoxi- 
cation. 

Ce qui caractérise la substance agglutinée, c’est la propriété 
quelle présente de s'agglomérer en amas et d’agglomérer avec 
elle, sous l’influence du sérum actif, les corps qui la contiennent 
ou qui sont en suspension dans le liquide ow elle se trouve?. 
Dans ce bouillon filtré, la substance agglutinée qui était en 
dissolution devient visible a l’ceil nu et au microscope sous 
forme d’amas; il semble que le sérum agisse sur elle en la 
rendant insoluble. Les amas qu’elle donne sont formés comme 
de grains agregés les uns aux autres, et plus ou moins confondus 
ensemble; ils donnent exactement la méme impression au mi- 
croscope que des amas microbiens. L’aspect est identique, si l’on 
fait agir le sérum sur la substance agglutinée, extraite par 
Péther ou lalcool du corps des microbes, el dissoute A nouveau 
dans le bouillon. 

La substance agglutinée siége dans la couche externe du mi- 
crobe. En effet, quand on ensemence un microbe agglutinable 
dans da bouillon stérile additionné de sérum homologue, ce mi- 
crobe s’y développe toujours bien. La seule particularité qui 
empéche cette culture d’étre identique & une culture en bouillon 
ordinaire, c’est qu’au fur et & mesure qu’un microbe nouyeau se 

1, CHANTEMESSE, Société de biologie, 23 janvier 1897. 

2. Si on fait ce mélange de cultures vivantes de bacille typhique et de B. cold 
en proportions égales, puis qu’on ajoute l’un ou l’autre des deux sérums homo- 


logues, la ¢otalité des microbes est agglutinée; il n’y a plus un seul microbe 
mobile entre les amas. 
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forme, sa couche externe subit l’influence du sérum actif, se 
gontle, devient apparente et se soude a la couche externe des 
individus voisins. Notre opinion sur la nature intime du phéno- 
mene de l’'agglutination se rapproche donc tout a fait de celle 
émise par Gruber qui le premier constata le phénoméne et que, 
seul, M. Roger a défendue aprés lui. Nous pensons que l’agglu- 
tination consiste dans la coagulation et la coalescence des couches ex- 
ternes des microbes agglutinables sous Vinfluence du sérum agglu- 
inant. 

Nous arrivons done, d’aprés nos expériences, d considérer 
Yagglutination des microbes comme un phénoméne purement 
passif. La virulence, la toxicité, la vie, la conservation dela forme 
des microbes n’y jouent aucun role; le microbe réagit passivement 
vis-a-vis du sérum actif par la substance agglutinée de sa 
couche externe. 

La présence de la substance agglutinée sur le corps des 
microbes n’est point, nous l’avons vu, un phénoméne constant, 
certains en contiennent, d’autres en sont dépourvus. — Il n’est 
done point étonnant que le pouvoir agglutinant d’un sérum, 
pouvoir quiest la conséquence de l’imprégnation de l’organisme 
par la substance agglutinée, n’ait rien a voir avec l’immunilté de 
celui-ci vis-a-vis des microbes ou de leurs poisons. Il n’arien de 
commun non plus avec le pouvoir bactéricide, quoiqu’on les ait 
pendant longtempsconfondus; le pouvoir bactéricide est d’ailleurs 
détruit 4 60°, et cette température est sans action sur le pouvoir 
agglutinant’, trés résistant a la chaleur, de méme que la substance 
agglutinée de laquelle il proceéde. 

Le pouvoir agglutinant n’est méme point a proprement 
parler un signed’infection, puisqu’un microbe dépourvu de toute 
virulence, une culture filtrée peuvent le faire naitre par leur 
inoculation. Il est la simple signature du passage dansl’organisme 
de la substance agglutinée spécifique. 


4, CG. Nicoute et A. Hatiprt, Presse médicale, 25 juillet 1896. 
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DESTRUCTION DES MICROBES DANS LE TISSU SOUS-CUTANE: 


DES ANIMAUX HYPERVACCINES 


Par te Dt A. T, SALIMBENI 


Préparateur a )’Institut Pasteur. 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Grace aux recherches nombreuses et persévérantes de ces 
derniéres années, de remarquables progres ont été réalisés dans 
nos connaissances sur la question de l’immunité. 

L’immunité doit étre désormais envisagée 4 deux points de 
vue différents : immunité contre les microbes, immunité contre 
les toxines. Le mécanisme biologique de l’immunité antitoxique 
nous est encore inconnu; pour la plupart, les auteurs admettent 
que, pour les animaux sensibles a l’action d’une toxine, il est 
en rapport avec la propriété antitoxique des humeurs. Par contre, 
le mécanisme de ]’immunité anti-infectieuse est assez bien connu 
et en parfait accord avec la théorie cellulaire. Cette théorie, 
généralement admise, est encore contestée par ceux qui attri- 
buent aux substances bactéricides des humeurs le réle principal 
dans Ja défense de l’organisme contre les microbes. C’est ainsi 
que M. Pfeiffer* revenait, l’année derniére, sur la question, 
qu’on croyait définitivement jugée, de Vimmunité contre le 
vibrion cholérique, le bacille d’Eberth et le bacterium coli. Contrai- 
rement aux résultats obtenus par M. Metchnikoff? et M. Mesnil®, 
qui opéraient sur des animaux activement et passivement immu- 
nisés, il affirmait que lorsqu’on opére sur des animaux hyper- 
vaccinés, on peut observer le phénomene de Pfeiffer sous ia 
peau aussi bien que dans le péritoine, que l’intervention leuco- 

1. Deutsche med. Wochenschr., 4897. 


2. Ces Annales, juin 1895. 
3. Ces Annales, juin 1896. 
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cylaire dans ce cas ne se fait pas d’une fagon appréciable et ne 
Joue aucun role important. 

La seule réaction locale observée consiste en un codeme léger 
et tres passager qui se forme al’endroit de l’injection; sous l'in- 
fluence des bactériolysines qui se trouvent dans le liquide d’cedéme; 
les microbes sont d’abord immobilisés, puis transformés en 
boules et dissous. 

Presque en méme temps, M. Behring’, qui reconnait dans les 
cas ordinaires l'importance de l’intervention leucocytaire dans 
le mécanisme de l’immunité anti-infectieuse, affirmail que, quand 
on opere sur des animaux hypervaccinés, si l’on fait des expé- 
riences bien précises, aucun phénomene exsudatif ni phagocy- 
taire ne s’observe a la suite d’une injection de microbes vivants 
sous la peau. 

« Nous devons admettre, écrit-il, que les corps de microbes 
se dissolvent de la méme facon qu’un corps organique, introduit 
sous une forme facile 4 digérer, s’assimile dans |’organisme de 
Vindividu qui l’a ingéré. Si, chez les animaux immunisés, aprés 
Yinjection des microbes vivants, des phénomeénes exsudatifs et 
phagocytaires se produisent encore, cela veut dire que l’immu- 
nité antitoxique n’est pas suffisante. La toxine qui n’est pas 
complétement neutralisée irrite les tissus, détermine la forma- 
tion d'un exsudat, et dans ]’exsudat on peut rencontrer des cellules 
qui englobent les microbes (Metchnikoff) et d’autres substances 
qui agissent directement sur eux (bactériolysines de Pfeiffer, agglu- 
tinines de Gruber). » 

Bien que les faits avancés d’une facon si affirmative par 
MM. Pfeiffer et Behring fussent en complet désaccord avec un 
certain nombre de faits bien constatés et généralement acceptés 
sur le mécanisme de la destruction des microbes chez les ani- 
maux activement et passivement immunisés, par le fait que leurs 
expériences avaient été faites sur des animaux arriyés au plus haut 
degré d'immunité, il aurait été difficile de les infirmer a priori. 

Nous avons repris ces expériences et nous avons étudié la 
destruction du vibrion cholérique, du bacille diphtérique et du 
streptocoque sous la peau des animaux hypervaccinés. 

Pour nous mettre dans les conditions les plus favorables a 


1. Article Zmmunités dans le Eulenburg Real-Encyclopeedie, 3° édition, 1897. 
13 


194 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Vaction des humeurs, nous nous sommes adressé aux grands 
animaux, les chevaux, chez lesquels on peut arriver & un degré 
@immunilé impossible & atteindre avec les petils animaux de 
laboratoire. Inutile de dire que parmiles nombreux échantillons 
de chevaux hypervaccinés qu’on peut trouver a l'Institut Pasteur, 
nous avons choisi ceux qui, aumoment de nos expériences, don- 
naient les sérums les plus actifs. 
— 

Abordons maintenant les résultats des expériences que nous 
avons faites et donnons d’abord, sur la technique employée, 
quelques détails absolument indispensables. 

La dose de virus injecté dans nos nombreuses expériences 
était la méme: une demi-culture de 24 heures sur gélose 
diluée dans 4c. c. d’eau physiologique stérile, pour le vibrion 
cholérique ; 2c. c. de culture de 24 heures en bouillon pep- 
tonisé pour la diphtérie; 2 c. c. de culture de 24 heures dans 
le milieu de Marmorek pour le streptocoque. Les prises d’ex- 
sudat pendant les 12-14 premieres heures aprés linjection ont 
été faites toutes les deux heures; a partir de 14 heures jusqu’au 
moment de la disparition complete de toute réaction locale, 
deux fois par jour. 

Toutes les fois qu’on pique avec un tube de verre effilé pour 
obtenir quelques gouttes d’exsudat, on lacére tres facilement des 
capillaires et on détermine des petites hémorragies. 

Or, M. Metchnikoft' a démontré que la présence du sang dans 
le liquide d’cedeme peut conférer a celui-ci des propriétés bacté- 
ricides trés énergiques qu'il ne posséde pas a lui tout seul: le 
vibrion cholérique, par exemple, qui ne se transforme jamais . 
en boules dans l’cedeme sous-cutané formé a l’endroit de 
Vinjection chez les animaux activement ou passivement immu- 
nisés, peut présenter cette transformation toutes les fois que, 
soit en faisant l’injection, soit en faisant des prises d’exsudat, on 
leése des capillaires. 

De méme, l’edéme provoqué par ralentissement de la cir- 
culation chez un animal immunisé, qui est incapable, lorsqu’il 
est mis im vitro au contact des vibrions, de déterminer leur trans- 


1. Ces Annales, juin 1895, 
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formation en boules, peut, comme l’a démontré M. Bordet', 
acquérir cette propriété lorsqu’il est mélangé a une trace de 
sang du méme animal. 

Il fallait donc, dans notre cas, éviter le mélange du sang 
avec le liquide d’w@déme, et avoir en méme temps des prises 
d’exsudat assez nombreuses et rapprochées, pour pouvoir suivre 
pas a pas les modifications que subissent les microbes injectés. 

Pour cela, dans les diverses expériences que nous avons 
faites, nous nous sommes arrangé de facon que, si par exemple 
dans fa premiere, les prises d’exsudat étaient faites au bout de 
1 heure et de 10 heures, dans la seconde, on les faisait au bout 
de 2 et 14 heures, et ainsi de suite; en opérant exactement dans 
les mémes conditions, c’est-a-dire avec le méme microbe et 
sur le méme animal, les résultats en sont parfaitement com- 
parables. 

Encore une question de détail sur laquelle nous croyons 
indispensable d’insister. Les microbes injectés sous la peau des 
animaux hypervaccinés restent localisés a l’endroit de Vinjec- 
tion; tout autour du foyer microbien se forme un cedeme: déja 
une demi-heure a 1 heure aprés l’injection, les mailles du tissu 
conjonctif sous-cutané en sont complétement gorgées. Quand 
on fait des prises d’exsudat 4 ce moment-la, si l'on n’a pas eu 
soin de bien limiter par un artifice quelconque l’endroit précis 
ou Vinjection des microbes a eu lieu, il est extrémement difficile 
de les retrouver. On tombe la plupart du temps 4 cdté, et on 
retire alors un liquide tout a fait clair et transparent: l’examen 
microscopique de ce liquide pratiqué soit en goutte pendante, 
soit sur des préparations colorées, ne révéle traces ni de mi- 
crobes ni de cellules; les ensemencements sur gélose restent 
la plupart stériles ; exceptionnellement on observe le développe- 
ment de quelques rares colonies. 

De la une cause d’erreur dont il faut se garder avec soin. 


RecheRcHES SUR LE BACILLE pIpHTERIQUE. — Pour nos expériences 
sur le bacille diphtérique, nous nous sommes servi d’un échan- 
tillon isolé par M. Park et M'® Williams, connu sous le nom 


J. Ces Annales, juin 1895. 
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de microbe américain, et obligeamment mis a notre disposition 
par M. Martin. Ce microbe tue un cobaye de 400-500 grammes 
a la dose de 1/10 de c. c. d’une culture de 24 heures sur 
bouillon peptonisé, et donne une toxine capable, de tuer un 
cobaye de la méme taille 4 la dose de 1/500 de c. c. 

Le cheval que nous avons employé pour nos recherches, qui 
remontent au mois de mai 1897, était en voie de vaccination 
depuis le 25 octobre 1894. Il avait regu en 97 injections 
13,093. c. de toxine, et donnait un sérum qui possédait 
150,000 unités préventives et 250 unités antitoxiques. 

L’injection des microbes a été toujours pratiquée sous la peau 
de Vencolure. Déja une demi-heure aprés, on constate une 
petite tuméfaction a l’endroit de linjection, tuméfaction qui 
augmente peu a peu pendant les premiéres 6-8 heures, et qui 
diminue ensuite assez rapidement. 

Au bout de 24 heures, les phénoménes locaux qu’on peut 
constater par l’observation directe ont presque completement 
disparu; ilne reste qu’une toute petite tuméfaction qui disparait 
completement en deux ou trois jours. 

L’exsudat retiré une demi-heure aprés Vinjection renferme 
des microbes qui, soit a l'état frais, soit sur des préparations 
colorées, ne présentent aucun changement ni dans Jeur forme, 
ni dans leur réaction vis-a-vis des matiéres colorantes. 

On remarque déja quelques leucocytes ; dés le commence- 
ment, les polynucléaires apparaissent en proportion bien plus 
considérable que les mononucléaires et les lymphocytes. Quel- 
ques cellules renferment déja des microbes, mais la plupart sont 
vides. Le nombre des leucocytes augmente progressivement, et 
dans les exsudats retirés au bout de 2 & 4 heures, on 
en trouve des quantités considérables. La phagocytose, com- 
mencée presque aussil6t apres l’injection, se poursuit activement, 
et elle est complete au bout de 6 heures: & ce moment, on ne 
trouve plus gueére de microbes extra-cellulaires, et le nombre de 
leucocytes augmente toujours, Ce sont en grande majorité des 
polynucléaires: ily a trés peu de mononucléaires, pas de lympho- 
cytes. La plupart renferment des microbes; il y en a qui en sont 
complélement remplis et présentent parfois des aspects tres 
caractéristiques. Ils ont acquis un volume double de celui des 
cellules vides qui se trouvent a cOté d’eux ; il y ena qui présen- 
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tent une forme parfaitement ronde ou ovale: la substance chro- 
matique du noyau est repoussée vers la périphérie; elle se pré- 
sente sous forme de deux bandes assez minces aux deux 
extrémités opposées de la cellule; au milieu, une espace de 
grande vacuole remplie de microbes. 

A partir du moment ot la phagocytose est complete, la lutte 
entre l’organisme et les microbes est finie : ceux-ci une fois 
englobés périssent et se dissolvent de la facon bien connue 
dans l’intérieur des cellules. 

Tant que nous avons trouvé des microbes libres, nous n’avons 
pas pu constater, soit a l'état frais, soit sur des préparations colo- 
rées, aucun changement ni dans leur forme ni dans leur 
aspect général: les microbes libres et les microbes contenus 
dans l’intérieur des cellules réagissaient de la méme facon aux 
matiéres colorantes employées (bleu de Kuhne, méthode de 
Gram, etc.). 

A chaque prise d’exsudat, nous faisions des ensemencements 
sur sérum coagulé et dans le bouillon peptonisé ; en méme temps 
une gouttelette d’exsudat était mise en chambre humide a 37°. 

Les ensememcements sur les milieux artificiels ont donné 
des cultures jusqu’a 40, et une fois méme 54 heures aprés l’in- 
jection. Le développement des microbes dans les gouttes pen- 
dantes se faisait toujours assez péuiblement, sauf pour les gouttes 
préparées avec les exsudals retirés jusqu’a 2 heures apres l’in- 
jection, qui se présentaient complétement remplies de microbes 
au bout de 24 heures de séjour a l’étuve a 37°. A partir de 10a 
12 heures apres l’injection, les gouttes d’exsudats restaient 
complétement stériles. Examinées au microscope aprés un 
séjour de 24 heures au thermostat a 37°, on voit par-ci par-la, a 
coté des cellules encore bien conservées et qui renferment des 
microbes, des cellules en voie de destruction, quelques bacilles 
libres et quelques petits amas de microbes parfois enveloppés 
dans un magma protoplasmique; en laissant plus longtemps 
a l’étuve, Je nombre des microbes n’augmente pas. Nous ne 
pouvons done pas considérer ces formes extracellulaires comme 
un commencement de culture: il ne s’agit que de microbes mis 
en liberté par un certain nombre de leucocytes qui se sont 
détruits. Ensemencés surle sérum coagulé ou dans le bouillon 
peptonisé, aprés 24 heures et méme 48 heures de séjour a 
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l’étuve, ces microbes donnent une culture ; parconséquent, au 
moins un certain nombre d’entre eux sont encore vivants. 

Nous avons d’autre part constaté qu’ils peuvent trés bien se 
développer dans les gouttes préparées ayec des exsudats retirés 
pendant les 2 premisres heures apres l’injection, exsudats 
encore relativement pauvres en cellules. 

Tlest done logique de conclure que c’est la présence d’une 
quantité considérable de cellules et de produits mis en liberté 
parla destruction d’un certain nombre d’entre elles qui empéche 
le développement des microbes. 

Dans le cas du bacille diphtérique sous la peau des animaux 
hypervaccinés, il est vraiment surprenant de constater la rapidité 
avec laquelle la leucocytose et la phagocytose s’effectuent. 

Les cellules, comme nous l’ayons vu, commencent a appa- 
raitre trés peu de temps apres l’injection, et la phagocytose 
commencée aussitdt est complete au bout de 6 heures ; on trouve 
encore & ce moment un nombre de cellules deux ou trois fois 
plus grand qu'il n’aurait fallu pour englober les microbes injec- 
tés, et la plupart restent par conséquent vides. 

Pour étudier ce phénoméne de plus pres, dans une expé- 
rience, nous avons injecté 1/2 c, c. de culture sous la peau de 
Voreille de notre cheval, et au bout d’une heure nous avons coupé 
le morceau d’oreille correspondant qui, convenablement fixé et 
durci, nous a servi a faire des coupes que nous avons colorées 
au carmin aluné d’abord, et ensuite par la méthode de Gram. 

Sur Jes coupes, nous avons pu constater que les microbes 
restent localisés a Vendroit de V injection, et qu’on ne les retrouve ni 
dans les capillaires ni dans les vaissaux lymphatiques qui se 
trouvent tout autour ; 4 travers les petites veines, les capillaires 
sanguins et les lymphatiques, s’effectue une diapédése de globules 
blancs trés intense; les lymphatiques spécialement sont telle- 
ment remplis de globules blancs qu’ils présentent l’aspect de 
vrais cordons cellulaires. Nous avons en outre pu constater que 
cette diapédése, contrairement aux affirmations de la plupart 
des auteurs, s’effectue aussi % travers les petites arteres. Sur 
une série de coupes, nous avons pu suivre une artériole avec 
ses trois tuniques bien développées ; elle se trouvait située 
presque a égale distance entre le cartilage de l’oreille et le foyer 
microbien ; la moitié de l’artériole qui se trouvait vers le carti- 
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lage était remplie de globules rouges; l’autre moitié qui se trou- 
vail du coté des microbes était completement remplie de leuco- 
cytes qui, en grande quantité, se trouvaient faufilés le long des 
fibres musculaires de la tunique moyenne, et avaient déja trayer- 
sés en partie Ja tunique externe. Guidés par leur sensibilité chi- 
mio-tactique, ils nese trompent pas et se portent 1A ow ils sont 
appelés 4 accomplir leur fonction, 

* 

* ¥ 

RECHERCHES SUR LE VIBRION CHOLERIQUE. — Le cheval dont nous 
nous sommes servi pour étudier la destruction du vibrion cho- 
lérique dans le tissu sous-culané était en voie de vaccination 
depuis 14 mois, et il avait recu en 37 injections 189 cultures sur 
gélose de vibrions vivants trés virulents de la Prusse orientale, en 
partie sous la peau, en partie dans le péritoine. Au moment de 
nos expériences, il donnait un sérum capable, a la dose de 1/20 de 
millig., de préserver un cobaye de 250 gr. contre l’injection d’une 
dose de vibrions trois fois mortelle pour un cobaye témoin ; 
1/50 de millig. de ce méme sérum provoquait lagglutination de 
1/10 de culture de 24 heures, de vibrions sur gélose, diluée dans 
1c. c. d'eau physiologique stérile. 

La destruction des vibrions sous la peau des cobayes neufs, 
aclivement et passivement immunisés, a été déjal’objet de recher- 
ches trés nombreuses, et nos expériences nous ont permis de 
confirmer l’exactitude des conclusions auxquelles sont arrivés 
a ce propos M. Cantacuzene', M. Metchnikoff* et M. Mesnil °, 

A la suite d’une injection de vibrions vivants sous la peau 
de notre cheval hypervacciné, jamais nous avons pu constater 
leur transformation en boules en dehors des cellules. Si l'on suit 
pour ainsi dire minute par minute ce qui se passe depuis le 
moment de l’injection jusqu’au moment de la disparition com- 
pléte de toute réaction locale, voici ce qu’on peut observer. 
Presque immédiatement aprés l’injection, immobilisation des 
vibrions, qui est complete au bout d’une demi-heure ; puis aprés 
ce laps de temps, apparition des Jeucocytes dont le nombre va 


4. Canracuzens. Recherches sur le mode de destruction du vibrion cholérique. 
Paris, Steinheil, 1894. 

2. Ces Annales, loc. ctt. 

3. Ces Annales, loc. cit. 
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en augmentant graduellement; dés lors, la phagocytose com- 
mence et se poursuit activement. Au bout de dix & douze heures, 
tous les microbes sont dans l’intérieur des cellules. Dans les 
premiéres cellules qui apparaissent, on remarque quelques lym- 
phocytes; bientdt, on ne trouve plus que des mononucléaires et 
des polynucléaires. 

Les vibrions englobés par les polynucléaires se transforment en 
boules tres rapidement, et au bout de 5 a 6 heures tous ont subi 
celle transformation ; les vibrions englobés par les mononucléaires 
ne se transforment jamais en boules, et méme 24 et 36 heures 
apres linjection, on retrouve dans leur intérieur des vibrions 
ayant conservé leur forme. C’est 1& un fait nouveau que j’al pu 
vérifier dans toutes mes expériences. 

Comme pour la diphtérie, & chaque prise d’exsudat, nous 
avons fait des ensemencements sur les milieux de culture ordi- 
naires (eau peptonisée, gélose) ; en méme temps, nous mettions 
a l’étuve, en chambre humide, des gouttelettes d’exsudat. Tous 
les ensemencements faits avec des prises d’exsudat dans les 
48 premieres heures qui ont suivi le moment de injection ont 
toujours donné des résultats positifs. Aprés 48 heures, l’exsudat 
ensemencé ne donne plus de culture. Les gouttes suspendues 
préparées avec des exsudats prélevés dans les six premieres 
heures donnent toujours au bout de 24 heures des cuitures abon- 
dantes : cependant si, en retirant l’exsudat, on détermine une 
petite hémorragie dans les gouttes préparées avec de l exsudat 
renfermant du sang, on observe la transformation rapide en 
boules de microbes encore libres, et les gouttes restent stériles. 

Si, dans les gouttes préparées avec des exsudats ne renfer- 
mant pas de sang, on suit attentivement au microscope le déve- 
loppement des microbes, on voit que les vibrions contenus dans 
les polynucléaires et transformés en boules ne se développent 
jamais, et que les cultures proviennent exclusivement des 
vibrions libres ou contenus dans lintérieur des mononucléaires. 

Les gouttes, préparées avec des exsudats retirés & partir de 
la dixitme heure aprés l’injection, restent en général stériles. 
Exceptionnellement on voit des vibrions ayant conservé leur 
forme se développer encore dans l’intérieur des mononucléaires ; 
mais la culture s’arréte 1a. Dans les goultes qui restent stériles, 
les vibrions périssent assez rapidement, et déja apres 20-24 heures 
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de séjour & 37°, leur ensemencement sur la gélose et méme dans 
Peau peptonisée ne donne pas de culture. 

Le liquide d’cedéme qui se forme pendant les premieres heures 
gui suivent l’injection et qu’on peut retirer facilement pur, 
c’est-a-dire sans microbes ni cellules, posséde des propriétés 
spéciales. Mélangé in vitro & une émulsion de vibrions, cet 
codéme les agglutine tres rapidement, mais il est incapable a tui 
tout seul de les transformer en boules. Une trace de vibrions 
ensemencée dans une gouttelette de ce liquide s’y développe 
abondamment: les microbes poussent réunis en amas. La trans- 
formation en boules dans le liquide d’ced’me peut cependant 
étre obtenue si l’on ajoute, au mélange des vibrions et du liquide 
d’cedéme, une trace de sang ou de sérum du méme animal ou 
d’un animal neuf, méme d’espéce différente. 

Ces mémes propriétés avaient été reconnues par M. Metchni- 
koff! et par M. Bordet* dans l’cedéme passif provoqué, par 
ralentissement de la circulation, chez les lapins et les cobayes 
vaccinés. 

Nous pouvons donc conclure que, contrairement a l’opinion 
de M. Pfeiffer, la transformation en boules et la destruction des 
vibrions injectés sous la peau des animaux hypervaccinés sopere dans 
Vintérieur des leucocytes; et que dans le cas de Vinjection sous- 
cutanée la transformation en boules des vibrions a lew seulement 
dans Vintérieur des leucocytes polynucléaires. 


RECHERCHES SUR LE STREPTOCOQUE. —- Pour le bacille diphtérique 
et le vibrion cholérique, les phénomenes qui suivent injection 
de ces microbes dans le tissu sous-cutané des animaux respec- 
tivement hypervaccinés sont relativement assez simples, se 
succedent rapidement et avec une grande régularité. Pour le 
sltreptocoque, l’étude est plus délicate, les phénoménes appa- 
raissent plus complexes, et seule une observation minutieuse et 
suivie permet de les interpréter. 

Nous avons employé pour nos recherches un échantillon de 
streptocoque trés virulent, obligeamment mis a notre disposition 


4. Ces Annales, loc. cit. 
2. Ces Annales, loc. cit. 
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par M. Marmorek. A la dose de 1/100,000 c. c. de culture de 
24 heures dans le milieu bouillon-ascite, ce microbe tuait sdire- 
ment, par injection sous-cutanée, un lapin de 2 kgr. en 20- 
26 heures. Le cheval, sur lequel nos expériences ont 616 failes, 
avail recu pendant 26 mois et en 38 injections 4,825 c, c. de 
culture vivante du méme microbe; son sérum, ala dose del c.c., 
était capable de préserver un lapin contre l'injection d’une quan- 
tité de microbes 100 fois mortelle pour un lapin neuf de la 
méme taille; il était, en plus, légerement antitoxique. 

Quand on songe aux difficultés que présente Ja vaccina- 
tion des animaux contre le streplocoque, on doit reconnaitre 
que ce cheval était arrivé 4 un des plus hauts degrés d’immu- 
nité atteints jusqu’a présent, et il se trouvait relativement dans 
les conditions les meilleures pour nos recherches. 

La réaction locale, qui se manifeste a la suite d’une injection 
sous-cutanée de 2c. c. de culture de 24 heures, est beaucoup 
plus intense et beaucoup plus prolongée que celle que nous 
observions dans le cas du bacille diphtérique et du vibrion cho- 
lérique. L’cedeme au point d’inoculation, déja considérable au 
bout de 2-4 heures, va en augmentant pendant toute la premiére 
journée. A partir de ce moment, il diminue graduellement et 
lentement jusqu’a ce qu il ne reste plus, 50-60 heures apres 
injection, gu’'un point empaté simulant un petit abces, mais 
qui, cependant, n’aboutit pas 4 une vraie suppuration. Au bout 
de 8-10 jours seulement, toute réaction locale a disparu. 

Pendant les 6-8 premieres heures qui suivent l’injection, les 
microbes restent libres dans l’exsudat, sous forme d’articles 
isolés, de diplocoques ou de courtes chainettes. Les rares leuco- 
cytes qu’on trouve & ce moment ne renferment qu’exception- 
nellement des microbes. Mais la réaction cellulaire, lente a 
débuter, marche ensuite avec rapidité dans les heures qui 
suivent, et 10-14 heures apres l’inoculation, la quantité de cellules 
est déja trés considérable ; les mononucléaires sont proportionnel- 
Jement plus nombreux que les polynucléaires. Malgré la présence 
de cellules en grande quantité, la plupart des microbes sont 
encore libres; ceux qui sont englobés se trouvent surtout dans 
lintérieur des mononucléaires. C’est seulement 20-24 heures 
apres linjection que la phagocytose peut étre considérée comme 
complete et c’est alors que l’eedeme commence a diminuer. 
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Le nombre de phagocytes, 4 ce moment, est beaucoup plus 
considérable que celui qui est nécessaire a l’englobement total 
des microbes ; les mononucléaires sont toujours plus nombreux 
et englobent la presque totalité des microbes : quelques poly- 
nucléaires renferment aussi des microbes, mais la plupart sont 
vides. 

Ce qui frappe, c’est la quantité de microbes contenus dans 
lintérieur de chaque mononucléaire. Il y en a qui en sont com- 
plétement remplis; les microbes forment une masse centrale 
dans une sorte de grosse vacuole; le protoplasma et le noyau de 
la cellule, qui a doublé de volume, sont refoulés A la périphé- 
rie. Les polynucléaires qui renferment des microbes n’en ont 
absorbé que quelques-uns, et leur aspect reste le méme. Mais, 
apres cette premiétre période de phagocytose qui est, autant qu’on 
peut laffirmer, complete, au bout de 30-36 heures aprés l'injec- 
lion, on constate de nouveau l’apparition d’un nombre assez 
considérable de microbes libres, en partie uniformément répandus 
dans l’exsudat en articles isolés, en diplocoques ou en courtes 
chainettes, en partie réunis en petits amas et entourés d’une 
zone protoplasmique. On constate en méme temps que les pha- 
gocytes mononucléaires, renfermant des microbes, ont considé- 
rablement diminué comme nombre, et que beaucoup d’entre eux 
sonten voiede désagrégation. Dans la suite, les mononucléaires 
deviennent de plus en plus rares, et on n’en rencontre qu’excep- 
tionnellement dans les exsudats retirés & partir du troisitme ou 
quatrieme jour. Le nombre des phagocytes polynucléaires, au 
contraire, augmente toujours considérablement. Au bout d’un 
certain temps, leur fonction phagocytaire se manifeste avec 
activité; ils s’emparent assez rapidement des microbes libres et 
c’est seulement dans leur intérieur qu’on peut encore les voir, 
méme 5-6 jours apres linjection, 

Au moment ov toute réaction locale va cesser et ot l’exsudat 
va disparaitre complétement, on voit réapparaitre des leucocytes 
mononucléaires en assez grande proportion; ce sont de véritables 
macrophages qui viennent pour englober les débris des cellules 
détruites. Mais, 2 ce moment, dans aucune espéce de phagocytes, 
on ne trouve plus de microbes, et les ensemencements restent 
parfaitement stériles. 

Ce qu'il y a de certain, c’est que la destruction du strepto- 
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coque sopere d’une facon trés lente. Des exsudats retirés au 
bout de cing ou six jours donnent encore des cultures, bien 
que, ’l’examen direct, on ne trouve plus que de rares granula- 
tions microbiennes dans l’intérieur des polynucléaires. Ces gra- 
nulations, en général, prennent tres mal la couleur, mais 
jusqu’au dernier moment conservent la propriété de se colorer 
d’aprés la méthode de Gram. 

De ce que nous yenons de dire, ressort encore une différence 
remarquable entre le mécanisme de la destruction du strepto- 
coque et celui du bacille diphtérique et du vibrion cholérique 
dans le tissu sous-cutané des animaux hypervaccinés. Pour ces 
deux derniers, une fois la phagocytose compléte, leur destruc- 
tion s’opere de la facon bien connue dans l’intérieur des cellules. 
Pour le streptocoque au contraire, nous voyons une premiere 
phase pendant laquelle il y a englobement de la totalité des 
microbes, puis une seconde phase avec de nouveau une quantité 
assez considérable de microbes libres. Ces microbes ne paraissent 
pas sensiblement allérés: ils se colorent bien par le bleu de 
Kiihne et par la méthode de Gram; une trace d’exsudat ense- 
mencée sur le milieu de Marmorek ou sur la gélose doune au 
bout de 24 heures une culture abondante ; une goutte du méme 
exsudat placée en chambre humide, a l’étuve a 37°, reste 
stérile. Dans la suite, le nombre de microbes libres diminue 
trés rapidement, tandis que le nombre de cellules renfermant des 
microbes augmente toujours. 

Comment expliquer la réapparition des microbes libres aprés 
une phagocytose complete? 

L’étude des préparations faites a chaque prise d'exsudat nous 
avait montré un changement des caracteres de l’exsudat coinci- 
dant avec la réapparition de microbes libres. A ce moment en 
elfet, comme nous l’avyons déja dit, le nombre des mononu- 
cléaires, tres nombreux au début,a considérablement diminué; 
et beaucoup d’entre eux sont en voie de désagrégation et 
finissent bientOt par disparaitre complétement de l’exsudat: 
dans la suite, c’est seulement dans l’intérieur des polynucléaires 
quon rencontre des microbes, On pouvait donc admettre que 
les mononucléaires qui arrivent immédiatement apres J’injection 
et qui manifestent dés le début une si grande aptitude a 
englober les microbes étaient par la suite incapables de les 
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détruire, et, en se détruisant eux-mémes, mettaient en liberté 
les microbes contenus dans leur intérieur. 

A J’appui de cette fagon de voir, on pouvait invoquer la 
seconde phase de la phagocytose, ressemblant par sa rapidité a 
une véritable crise, phase dans laquelle la phagocytose complete 
el définitive était dévolue aux polynucléaires seuls. 

Pour vérifier cette interprétation, nous n’avons pas voulu 
nous en rapporler simplement aux préparations de l’exsudat 
étalé sur des lames, mais nous avons voulu étudier sur des 
coupes, aprés fixation, lendroit d'inoculation au moment de la 
réapparition des microbes libres. Nous avons fait nos expé- 
riences sur des lapins. Nous leur inoculions un jour sous la peau 
10 c. c. d'un sérum anti-streptococcique dont 1 c.c. était capable 
de protéger un lapin contre une dose cent fois mortelle des 
microbes vivants; puis le lendemain nous leur injections sous 
Ja peau de loreille 0,1 ou 0,2 c. c. dun streptocoque capable de 
tuer un lapin neuf, de la méme taille, ala dose de 1,100,000 de c. c. 
Par des prises successives de |’exsudat au point d’inoculation, 
nous avons pu constater que, chez les lapins vaccinés dans ces 
conditions, les phénoménes de la destruction des microbes se 
succédaient identiques a ceux que nous avions observés chez 
le cheval. La phagocytose des microbes injectés paraissait 
compléte, au bout de 16.418 heures, et c’étaient toujours des 
mononucléaires qui arrivaient dés le début en proportion plus 
considérable que les polynucléaires, et qui englobaient les 
microbes trés aclivement. Puis, 4 cette premiére période, en 
succédait une autre dans laquelle un certain nombre des 
“microbes redevenaient libres pendant que les mononucléaires 
renfermant des microbes étaient diminués comme nombre et en 
grande partie détruits. A ce moment-la, nous enlevions le mor- 
ceau d’oreille correspondant au point d’inoculation qui, apres 
fixation au sublimé acétique et durcissement, nous servait a 
faire des coupes que nous colorions au carmin aluné, puis par 
la méthode de Gram. 

Ces coupes nous montraient au centre une masse nécrotique 
dans laquelle on pouvail encore distinguer des leucocytes 
mononucléaires en voie de destruction, une grande quantité 
des microbes libres, et enfin, ca et la, quelques polynucléaires 
bien conservés et renfermant des microbes. Tout autour de 
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ce foyer nécrotique, une abondante infiltration cellulaire, 
constituée presque exclusivement par des polynucléaires. Cette 
infiltration s’étend trés loin du point d'inoculation; les leuco- 
cytes qui se trouvent dans le voisinage de la masse nécrotique 
sont absolument gorgés de microhes ; 4 mesure qu’on s’éloigne 
de ce foyer, le nombre des cellules renfermant des microbes 
diminue jusqu’au moment ot on ne trouve que des cellules 
vides. La démonstration ne nous semble pas pouvoir étre plus 
complete. 

La destruction du streptocoque dans le tissu sous-cutané des ani- 
maux activement ou passivement hypervaccinés comprend donc trois 
phases bien distinctes. Une premiere phase dans laquelle les mono- 
nucléaires semblent a eux seuls absorber la presque totalité des 
microbes : wne seconde phase dans laquelle il y a destruction des 
mononucléaires et réapparition de microbes libres, el enfin une 
derniére phase dans laquelle les polynucléaires englobent les microbes 
redevenus libres et en assurent la destruction définitive. 

* 

Pour Vétude de la destruction du bacille diphtérique nous 
avons employé un cheval hypervacciné contre la toxine diphté- 
rique et qui donnait un sérum doué d’un pouvoir antitoxique 
trés fort. Pour le vibrion cholérique, nous avons employé 
un cheval fortement immunisé contre les microbes vivants; 
son sérum, doué d’un pouvoir antiinfectieux tres fort, se 
montrait complétement dépourvu de tout pouvoir antitoxique. 
Pour le streplocoque enfin, le cheval qui nous a servi était 
vacciné contre les microbes vivants, et son sérum était furtement 
préventif et un peu antitoxique. 

Nos recherches nous ont démontré tout d’abord que, au point 
de vue général de la destruction des microbes sous la peau 
des animaux hypervaccinés, il n’y a pas de différences essen- 
tielles dans le cas de V’immunilé antitoxique et de l’immunité 
antiinfectieuse ; dans tous les cas, nous avons vu en effet que 
lorganisme arrive & se débarrasser des microbes, grace a l’acti- 
vité des leucocytes qui les englobent, les tuent et les détruisent. 

Nous avons aussi pu constater que, dans le tissu sous-cutané 
des animaux hypervaccines, les leucocytes doués de propriétés phago- 
cylaires winterviennent pas tous dans la méme proportion et 
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magissent pas de la méme facon sur les microbes qwils ont englobés. 

Pour les microbes que nous avons étudiés, ce sont surtout 
les leucocytes polynucléaires qui se sont montrés doués des 
propriétés bactéricides les plus énergiques. Dans le cas dela diph- 
térie, en effet, les leucocytes mononucléaires n’interviennent 
presque pas. Les vibrions cholériques englobés par les polynu- 
cléaires sont aussit6t transformés en boules et périssent rapide- 
ment; les vibrions englobés par les mononucléaires, au contraire, 
conservent constamment leur forme et périssent plus len- 
tement. Dans le cas du streptocoque, les mononucléaires 
arrivent dés le début en tres grand nombre et phagocytent la 
plupart des microbes, mais ensuite en grande partie au moins 
périssent et se désagregent ; les streptocoques, mis en liberté 
par la destruction des mononucléaires, sontde nouveaux phago- 
cytés par les polynucléaires, et c’est dans lintérieur de ceux-ci 
qu ils sont tués et digérés. 

De Vensemble des faits que nous venons d’exposer, résulte 
encore que,aaucun moment avant d’étre englobés,les microbes ne 
présentent de changement appréciable ni dans leur forme ni 
dans leur aspect général; inutile d’insister sur ce fait, depuis 
longtemps démontré et qui résulte aussi nellement que possible 
de l’exposition détaillée que nous venons de faire de nos expé- 
riences sur les animaux hypervaccinés, que les microbes sont 
englobés a l'état vivant. 

Un point trés délicat et encore disculé, méme par un cer- 
lain nombre des partisans convaincus de la théorie cellu- 
laire de l’immunité, c’est de savoir si les microbes injectés a 
un animal immunisé perdent leur virulence par l’action directe 
des humeurs avant d’étre phagocytés. 

Nous avons fait des recherches a ce sujet, et voici ce que 
nous avons pu constater. Pour le bacille diphtérique et le vibrion 
cholérique, Vinoculation directe chez les cobayes (sous la peau 
pour la diphtérie, dans le péritoine pour le vibrion) de quelques 
gouttes d’exsudat retiré méme trés peu de temps apres l’injection 
(1-2 heures) n’a jamais déterminé un état de maladie appréciable ; 
il n’y a rien d’étonnant a cela, d’abord parce que l’exsudat 
renfermail une quantité trop petite de microbes qui n’agissent 
qu’a des doses relativement assez fortes (1/10 de culture sur 
bouillon pour la diphtérie, 1/30 de culture sur gélose pour le 
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yibrion que nous employions), et puis parce que, ayant affaire 
A des animaux tres fortement immunisés et qui donnaient 
des sérums actifs & des doses tres petites (quelques fractions 
de m.m.gr.), nous injections avec l’exsudat des quantités de 
substances, antitoxiques pour la diphtérie, préventives pour le 
choléra, capables de les préserver contre des doses plusieurs 
fois mortelles de virus. 

Dans le cas du streptocoque, au contraire, nous avions affaire 
d’abord & un microbe extrémement virulent, et puis a un cheval 
qui donnait un sérum beaucoup moins actif. 

Pendant les premieres 16-18 heures qui suivent l’injection, 
le streptocoque conserve dans le tissu sous-culané du cheval 
immunisé toute sa virulence : l’exsudat, & la dose de 1-2 
gouttes, tue par injection sous-cutanée un lapin dans l’espace de 
24-36 heures, ce qui représente a peu pres le laps de temps né- 
cessaire pour luer un lapin dela méme taille avec une dose mor- 
telle d'une culture du méme microbe. L’exsudat retiré au bout 
de 24-30 heures, au moment ot la phagocytose des mononnu- 
cléaires est, autant qu’on peut l’affirmer, compléte et au moment 
de la réapparition des microbes libres, est encore capable de 
tuer un lapin dans l’espace de deux a trois jours, avec généra- 
lisation des microbes dans le sang. 

La plupart des lapins injectés avec des exsudats retirés a 
partir de la 36° heure apres l’injection résistent; il y en a pour- 
tant qui meurent au hout de 9-12 elméme 14 jours, cachectiques 
et sans microbes, ni au point d’inoculation, ni dans le sang, ni 
dans la rate. 

Pour le streptocoque, nous pouvons donc conclure que, tant 
quil existe des microbes libres dans l’exsudat sous-cutané, 
il n’est pas possible de voir une modification appréciable dans 
la virulence des microbes injectés, et que méme les microbes 
englobés pendant la premiere phase phagocylaire sont tou- 
jours capables de donner Vinfection mortelle. 


* 


* * 


Pendant nos recherches, nous avons eu l’oceasion d’observer 
encore un fait assez intéressant et qui mérite d’étre signalé. 
On sait depuis longtemps que certains microbes peuvent, 
out ee 
dés qu’ils se trouvent dans l’intérieur des phagocytes, changer 
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leur réaction vis-a-vis des matiéres colorantes et, au lieu de 
prendre les couleurs basiques, ils peuvent fixer une couleur acide, 
Péosine par exemple. 

M. Metchnikoff, le premier, l’a constalé pour le wibrion cholé- 
rique, puis M. Cantacuzene pour le vibrio Metchnikowi, M. Mesnil 
pour la bactéridie charbonneuse chez le lézard, M. Marchoux pour 
le méme microbe chez les lapins immunisés, M. Bordet pour 
le bacille diphtérique, le streptocoque, le proteus vulgaris dans V'in- 
térieur des leucocytes du cobaye. 

J’ai voulu rechercher si le bacille diphtérique, le vibrion 
cholérique et le streptocoque dans les leucocytes du cheval 
devenaient aussi éosinophiles, et & chaque prise d’exsudat j’ai 
traité un certain nombre de préparations avec la méthode bien 
connue de la double coloration a l’éosine-bleu de méthyléne, 
aprés fixation dans Ja solution aqueuse concentrée d’acide 
picrique. A aucun moment, pas méme dans les préparations 
faites avec des vieux exsudats retirés au bout de 48-60 heures, 
nous n’avons pu constater ce changement de réaction des mi- 
crobes contenus dans l’intérieur des cellules. 

Les animaux chez lesquels ona décrit ce changement ont des 
leucocytes a granulations pseudo-éosinophiles: or, chez le cheval, 
on ne rencontre jamais des leucocytes a granulations pseudo- 
éosinophiles, mais on rencontre, comme M. Ehrlich I’a indiqué, 
des leucocytes a granulations neutrophiles. 

Nous avons traité des préparations avec le mélange neu- 
trophile d’Ehrlich, et nous avons pu constater qu’un certain 
nombre des microbes qui se trouvent a l’intérieur des cel- 
lules finissent par prendre la couleur des granulations neu- 
trophiles. Dans les vieux exsudats, quand on ne trouve plus 
trace de microbes, la presque totalité des leucocytes renferme 
des granulations neutrophiles. La proportion de ces cellules a 
donc nettement augmenté. 

C’est un fait assez intéressant, non seulement au point de vue 
général de l’origine de certaines granulations qu’on peut ren- 
contrer dans les leucocytes, mais au point de vue général de la 
digestion intra-cellulaire des bactéries. 
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ACTION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE SUR LES. MUQUEUSES 


Par MM. V. MORAX er M. ELMASSIAN. 


(Travail du laboratoire de M. Roux & l'Institut Pasteur.) 


Dans leurs remarquables recherches sur la toxine diphtérique, 
MM. Roux et Yersin se sont plus particulitrement occupés de 
déterminer les effels généraux produits par cette substance. 
Cependant ils avaient vu que, lorsque |’on injecte dans le tissu 
cellulaire la toxine diphtérique fixée au précipité de phosphate 
de chaux, il se produit au siége de |]’inoculation des lésions 
plus intenses que celles qui suivent l’injection de toxine filtrée. 
« L’oedéme est plus hémorragique, les vaisseaux plus dilatés; 
il semble que le poison, diffusant plus lentement, produise une 
action plus intense. Les grains de phosphate de chaux sont 
emprisonnés dans un réseau de fibrine mélé de globules blancs, 
vérilable fausse membraue quirappelle celle que cause l’injection 
du microbe lui-méme ‘ ». 

Malgré cette expérience qui montrait le rdle de la toxine dans 
la production de la fausse membrane, on admettait généralement 
que, pour réaliser expérimentalement des lésions pseudo- 
membraneuses chez les animaux, il était nécessaire d’inoculer 
sur des muqueuses, préalablement lésées, des cultures vivantes 
de bacilles diphtériques. 

MM. Roger et Bayeux * s’élevérent contre cette conception 
en se basant sur les résultats obtenus par l’injection intra-tra- 
chéale de toxine diphtérique chez le lapin. Sur les onze 
lapins de leurs expériences, trois moururent d’intoxication, dans 
un délai de 24 heures a 4 jours, sans présenter de lésions locales; 
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chez six autres animaux, ils ont constaté, par contre, la pré- 
sence de fausses membranes glottiques ou trachéales. Les fausses 
membranes laryngées déterminérent chez quelques-uns d’entre 
eux un obstacle a la respiration et réalisaient ainsi, dans une 
certaine mesure, l’image de la diphtérie laryngée. De ces expé- 
riences, ils concluent qu’on peut produire des fausses membranes 
au moyen de la toxine diphtérique sans léser au préalable les’ 
muqueuses. 

Dans un travail commencé peu apres la publication de 
ces résultats, M. le D* H. Coppez' étudie les lésions produites 
par l’instillation de la toxine diphtérique sur les membranes 
oculaires, dans le but de déterminer la pathogénie des lésions 
cornéennes de la diphtérie. N’ayant pas obtenu de lésions par la 
seule instillation, sans traumatisme ou sans altération préalable 
de la cornée ou de la conjonctive, alors que ces lésions appa- 
raissalent lorsque la cornée était lésée, il en conclut que si la 
toxine estlacause des altérations cornéennes, celles-ci ne peuvent 
se produire lorsque l’épithélium cornéen est intact. 

_ Il nous a paru intéressant de reprendre ces expériences pour 
déterminer exactement la part de vérilé contenue dans ces deux 
conclusions en apparence opposées. 

La toxine diphtérique, qui nous a servidans toutes nos expé- 
riences, nous a été obligeamment fournie par M. Martin, Cette 
toxine, identique a celle qui a serviaux expériences de MM. Roger 
ét Bayeux, tuait le cobaye de 500 grammes a la dose de aro. . 
et le lapin de 2 kilogrammes & la dose de 7 c. c. par injection 
sous-cutanée. 

Nous avons tenté tout d’abord de répéter les expériences de 
Roger et Bayeux sur le lapin; malheureusement ces sayants ne 
donnent pas d’indications détaillées sur le manuel opératoire de 
leur injection intra-trachéale. L’injection de toxine pratiquée avec 
une canule introduite dans le larynx par la voie buccale est impos- 
sible si l’on veut éviter de blesser la muqueuse lJaryngée. Le 
frottement, méme léger, de ]a canule sur la muqueuse peut 
provoquer une érosion épithéliale qui modifie considérablement 
les conditions d’absorption de la toxine. Pour nous mettre al’abri 
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de cette cause d’erreur, nous avons choisi l’injection intra-tra- 
chéale apres l’incision de la peau du cou. La trachée est mise a 
nu et, al’aide d’une fine aiguille introduite entre deux anneaux 
carlilagineux, on peut injecter le liquide dans la trachée, en rédui- 
sant le traumatisme au minimum, et en déposant la toxine 
a distance du point lésé de la muqueuse. 

Deux lapins ont été inoculés de cette maniére. L’un deux 
ne présenta aucune lésion pseudo-membraneuse locale; chez 
l'autre, par contre, il existait une petite fausse membrane limitée 
au point de pénétration de Vaiguille. 

Expérience I. — Lapin de 1,870 grammes. Le 23 juin 1897, injection 
intra-trachéale de 0,6 c. c. d’une dilution au 1/5 de la toxine; aucun 
trouble les jours suivants. Le lapin est sacrifié le 26 juin. Autopsie : pas de 
lésions trachéales, un noyau de congestion et d’cedeme dans le poumon 
droit, 

Expérience IT, — Lapin de 1,940 grammes. Le 23 juin 1897. Injection 
intra-trachéale de 0,25 c. c. dune dilution au 41/5 de toxine diphtérique. 
Mort spontanée le 26 juin, sans trouble respiratoire apparent. Autopsie : 
une petite fausse membrane adhérente au point correspondant a la péné- 
tration de l’aiguille et de la dimension d’une lentille, Congestion et cedéme 
du lobe pulmonaire droit. 


Le léger traumatisme causé par Vaiguille de la seringue 
paraissait avoir nettement favorisé la production pseudo-mem- 
braneuse. Du reste, lintensité des lésions pulmonaires démon- 
trait clairement que l’absorption de la plus grande partie de la 
toxine s’était faite au niveau des bronches et des alvéoles pul- 
monaires. Pour éviter toutes lésions traumatiques de la couche 
épithéliale et pour obtenir un contact plus prolongé de la toxine 
avec la muqueuse, nous avons, alors, expérimenté sur le pigeon 
dont le larynx est facilement accessible. Par la simple ouverture 
du bec, il est facile de faire tomber goutte a goutte la quantité 
de toxine désirée sur les parois du larynx et de la trachée. La 
encore, nos essais ont donné des résultats absolument négatifs, 
au point de vue de la production des lésions locales. Nous n’en 
avons cependant pas conclu que ces lésions n’étaient pas réali- 
sables, et nous avons cherché & nous rapprocher autant que pos- 
sible des conditions dans lesquelles se produit l’absorption de 
la toxine sur les muqueuses atteintes d’inflammation diphté- 
rique. La, en effet, on peut admettre que l’absorption est lente 
et continue, 
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La muqueuse oculaire nous a paru beaucoup plus apte ala 
réalisalion expérimentale de ces conditions que la muqueuse 
respiratoire; c’est, en définitive, a l'étude des lésions produites 
par l’absorption de la toxine dans le sac conjonctival que nos 
recherches se sont limitées. Ainsi que nous l’avons dit, Coppez 
déclare que l’instillation de toxine diphtérique dans l’ceil non 
traumatisé du lapin ne provoque aucune réaction locale ou 
générale. Mais, dans son unique expérience, Coppez se con- 
tente d’instiller une goutte d’heure en heure. Dans ces condi- 
tions, la quantité de toxine mise en contact avec la conjonctive 
ou la cornée est excessivement faible, d’autant qu’elle est en 
grande partie balayée par la sécrétion lacrymale. Pour obtenir 
une absorption continue, nous avons pensé tout d’abord a 
incorporer la toxine a de petits disques de gélose, introduits 
entre les paupiéres et le globe oculaire, et laissés en contact 
pendant un temps variable. Dans ces conditions, on voit se 
développer, aprés 36 heures, des lésions pseudo-membraneuses 
des plus nettes. Mais nous nous sommes vite apercus que, 
malgré le frottement minime qui résultait de la présence de ce 
disque de gélose, il se produisait néanmoins des lésions épithé- 
liales de la conjonctive et de la cornée qui, a elles seules, favo- 
risaient considérablement l’absorption de la toxine. Finalement, 
nous nous sommes arrélés au procédé dinstillations fréquentes 
et prolongées qui nous a donné des résultats fort précis. 

Voici comment nous avons procédé : 2 c. c. de toxine diphté- 
rique sont étendus de 8 c. c. de solution physiologique stéri- 
lisée de chlorure de sodium. Cette dilution au 41/5 est instillée a 
aide d’un compte-gouttes, de trois en trois minutes, dans l’ceil 
d’un lapin. Il suffit pour cela de relever la paupiére supérieure 
avec le doigt, en laissant tomber la goutte sur le bord supérieur 
de Ja cornée. Les instillations sont répétées pendant un mini- 
mum de 8 a 10 heures consécutives. On aura soin, avant de 
commencer les instillations, de couper les cils, de maniére a 
éviter leur pénétration entre les paupiéres. De cette maniére, 
on supprime tout traumatisme et, bien qu’une partie de la 
toxine passe sur la face cutanée de la paupitre, ou s’écoule par 
les voies lacrymales, on réalise ainsile contact a peu pres con- 
tinu de la toxine avec la muqueuse oculaire, et l’on peut suivre 
tres exaclement la marche du processus inflammatoire qui en 


Q14 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


résulte, en écartant toutes les causes étrangéres & cette action. 

Pendant Ja durée des instillations, la muqueuse oculaire 
reste sersiblement normale, et ce n’est guére que 10 heures 
apres le début des instillations qu'il se manifeste une trés légere 
hyperémie conjonctivale, sans aucun trouble cornéen. Cette 
hyperémie s'accroit progressivement. Le lendemain matin, 
c’est-a-dire 24 heures apres le début de l’instillation, les signes 
oculaires deviennent plus marqués. On constate déja un cer- 
tain degré d’cedeme palpébral; cet cedéme est surtout appa- 
rent & la paupiére supérieure. Celle-ci ne se releéve qu’incom- 
plétement. Daus l’angle interne de la fente palpébrale, on 
remarque un peu de sécrélion jaunalre, formée par des leu- 
cocytes. 

La conjonctive tarsienne et bulbaire est injectée et cedé- 
matiée; la cornée ne présente encore aucun trouble; on voit 
parfois dans le cul-de-sac inférieur des concrétions purulentes 
qu'il ne faudrait pas prendre pour des fausses membranes. En 
effet, elles ne présentent aucune adhérence ala muqueuse sous- 
jacente, et un filet d’eau suffit pour les enlever. Cette conges- 
tion intense de la conjonctive augmente encore dans les 
24 heures qui suivent, et c’est le surlendemain seulement, 
48 heures apres le début des instillations, que le processus 
inflammatoire atteint son acmé. 

A ce moment, l’aspect de l’ceil reproduit exactement l’aspect 
clinique de la conjonctivite diphtérique : le gonflement palpé- 
bral est considérable, la paupiére supérieure cedématiée est en 
contact avec la paupiére inférieure et ne peut se relever sponta- 
nément. De langle interne de la fente palpébrale s’écoule une 
sécrélion séro-purulente. Lorsqu’on écarte les paupiéres, on 
constate sur la muqueuse tarsienne une exsudation fibrineuse 
blanchatre, continue, adhérente & la muqueuse, etne pouvant en 
étre détachée sans suintement sanguin. Au niveau dela conjonc- 
tive bulbaire, ’exsudation pseudo-membraneuse est moins évi- 
dente, et surtoutn’y forme pas unrevétement continu; le chémosis, 
par contre, y est tres marqué. La cornée présente assez souvent, 
mais non d’une maniére constante, des lésions d’un aspect assez 
particulier et qui se rapprochent de celles que l’on rencontre 
dans la diphtérie oculaire humaine. Ces lésions consistent en 
un trouble diffus et de coloration opaline, La cornée a perdu 
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son reflet normal, elle est dépolie et présente une surface lége- 
rement irrégulitre. Ge trouble n’est pas uniformément réparti, il 
prédomine dans la moitié interne, ce qui s’explique par ce fait 
que cette partie de la cornée est en contact plus continu avec la 
toxine et que l’absorption y est par conséquent plus considérable. 

Le troisitme jour, les lésions persistent au méme degré, 
puis le gonflement diminue. Les fausses membranes sé détachent, 
mais il persiste encore del’edéme et de l’injection conjonctivale, 
Le trouble cornéen ne progresse plus. 

Le guatriéme jour, on n’observe plus qu'un peu d’injection 
conjonctivale. Le trouble cornéen s’atténue a la périphérie. Les 
jours suivants, la cornée reprend progressivement sa transpa- 
rence normale et, aprés une quinzaine de jours, l’opacité cor- 
néenne a compléltement disparu. | 

Quant aux phénoménes généraux qui accompagnent les 
manifestations locales, ils sont peu apparents. L’étude de la 
courbe de température montre cependant une légére élévation 
thermique qui n’atteint jamais 1 degré, et qui ne s’‘observe que 
le jour de linstillation et le lendemain. 

Lorsque l’animal ne meurt pas dans les 6 premiers jours, ce 
qui est assez fréquent, il subit une perte de poids tres marquée, 
et il est rare que la mort par cachexie ne se produise pas dans 
les 15 jours ou 3 semaines qui suivent l’instillation. 

Lorsque la mort survenait dans les premiers jours, nous 
avons toujours eu soin d’examiner les fosses nasales et de recher- 
cher s’il existait des lésions congestives ou pseudo-membraneuses 
de la pituitaire, mais jamais nous n’en avons observé. 

C’est que la toxine qui s’écoule avec la sécrétion lacrymale 
dans les voies lacrymales et les fosses nasales est trop diluée 
pour provoquer une lésion locale, 

Nous aurons a revenir sur le rdle de la dilution dans la 
production des lésions locales. 

Nous avons poursuivi parallélement l'étude histologique des 
lésions provoquées par ia toxine. Pour suivre la marche des 
lésions, les yeux ont été énucléés 4 heures, 8 heures, 24 heures, 
36 heures et 48 heures apres le début des instillations *. 

4. Dans une premiére série d’expériences, nous avons fixé les yeux dans une 


solution de formol a 10 0/0. Lorsque nous avons voulu mettre en évidence la 
fibrine, au moyen de la méthode de Weigert, nous nous sommes apergu que, 
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Aprés 4 heures on ne constate aucune lésion des membranes 
oculaires. L’épithélium conserve ses caractéres normaux, et il 
est impossible de constater une diapédése ou une dilatation 
vasculaire plus marquée que dans l’ceil non instillé. 

Ces modifications n’apparaissent guére d’une maniére certaine 
qu’aprés 8 heures. On constate alors au niveau du cul-de-sac 
et au voisinage du limbe cornéen une infiltration cellulaire 
discréte. Les vaisseaux conjonctivaux sont un peu plus dilatés, 
Sous l'épithélium de la conjonctive tarsienne on trouve quel- 
ques rares leucocytes infiltrés. La cornée est absolument 
normale, 

Apres 24 heures ces lésions sont plus accusées. L’infiltration 
leucocytaire est tres manifeste, l’épithélium de la conjonctive 
tarsienne est disloqué. Cette infiltration cellulaire existe égale- 
ment au niveau du limbe cornéen. Elle y forme une nappe circu- 
Jaire au-dessous de la membrane de Bowmann. Cette infillration 
s’avance a un millimétre environ dans la cornée. A son niveau 
lépithélium forme encore une couche continue, mais les cellules 
superficielles sont un peu gonflées. 

Aprés 36 heures, on rencontre en certains points de la 
conjonctive larsienne de petils exsudats, formés par une accumula- 
tion de leucocytes, et au niveau desquels |’épithélium a comple- 
tement disparu. Dans la profondeur de la muqueuse l’infiltration 
cellulaire et Vhyperémie sont des plus marquées. L’infiltration 
leucocytaire superficielle de la cornée est plus étendue, mais le 
revélement épithélial est encore continu. 

Apres 48 heures, l’exsudation pseudo-membraneuse au niveau 
de la conjonctive tarsienne est considérablement augmentée et 
forme un revétement continu, plus épais au niveau de la région 
tarsienne qu’au niveau des culs-de-sac. L’épithélium n’y est plus 
reconnaissable. L’exsudat est formé par une accumulation de 
leucocytes polynucléaires et de globules enserrés sanguins dans 
un réseau de fibrine, que la méthode de Weigert met bien en 
évidence, Les vaisseaux sous-conjonctivaux sont fortement 
dilatés. Du cdté de la cornée on constate une desquamation 
épithéliale limitée en général & un secteur de la cornée. L’infil- 


sous l’influence de ce fixateur, la fibrine perdait la propriété de se colorer par le 


violet de gentiane. Les yeux fixés avec de alcool nous ont donné, au contraire, 
des résultats tres nets. 
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tration cellulaire superficielle est diffuse, mais elle est surtout 
marquée dans les parties dénudées d’épithélium. L’endothélium 
de Descemet ne présente pas d’altération manifeste. Dans Ja 
chambre antérieure on constate quelques leucocytes polynu- 
cléaires, mais on remarque surtout une exsudation fibrineuse 
prédominant dans les parties déclives et au niveau de l’angle 
irido-cornéen. 

Du cété de iris les modifications consistent uniquement en 
une dilatation vasculaire. 

En résumé, les modifications histologiques qui se dévelop- 
pent par suite de l’absorption de la toxine a la surface de la 
conjonctive non lésée, consistent dans une dilatation vasculaire 
avec réaction leucocytaire, qui suit une évolution progressive a 
partir du moment ow se fait l’instillation, mais qui n’atteint son 
maximum qu’aprés 48 heures. Pendant les 36 premieres heures, 
les phénoménes histologiques réactionnels ne different en rien 
des phénoménes banaux. C’est a partir de ce moment seulement 
que!’on peut mettre nettement en évidencel’exsudation fibrineuse. 
Cette exsudation se fait d’une part a la surface de la muqueuse, 
d’autre part dans la profondeur des tissus, ou dans la chambre 
antérieure de l’ceil. Dans l’épaisseur de la muqueuse proprement 
dite, la méthode de Weigert ne met la fibrine en évidence que 
dans la paroi des petits vaisseaux. 

La réaction inflammatoire est plus particuligrement marquée 
au niveau de la conjonctive tarsienne. Du cdté de la cornée, les 
phénoménes réactionnels sont plus tardifs. Ils se traduisent par 
la desquamation épithéliale, et on n’observe jamais d’exsudation 
fibrineuse a la surface de la cornée. 

De ces constatations macroscopiques et histologiques, nous 
pouvons conclure que toutes les lésions locales qu’on observe 
dans la diphtérie peuvent étre attribuées 4 la seule action de la 
toxine, et que cette toxine peut étre absorbée par une muqueuse 
n’ayant subi aucune altération. 

Ce point n’avait pas 6lé nettement établi par les expériences 
de Roger et Bayeux. On sait en effet que les conditions d’absorp- 
tion des muqueuses sont trés différentes suivant que l’épithé- 
linm gui les recouvre est normal ou qu'il a subi des modifications 
traumatiques ou autres, méme légeres. Le réle protecteur de 
lépithélium des muquéuses contre l’absorption des liquides est 
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un fait bien établi, et l’intéressante these de Mermet'a précisé 
nos connaissances a cet égard. 

Si l’on détruit l’épithélium cornéen ou conjonctival par cau- 
térisation ou par un traumatisme quelconque, ainsi que l’a fait 
Coppez dans ses expériences, on active l’absorption de la toxine 
au niveau des lésions, dans des proportions considérables, et 
l'instillation continuée et prolongée devient inutile. Sinos expé- 
riences viennent a l’appui des conclusions de MM. Roger et 
Bayeux, elles nous portent a croire quiils n’ont pu obtenir de 
fausses membranes, aprés une ou deux injectionsintra-laryngées, 
qu’en traumatisant l’épithélium de cette membrane avec la canule 
de leur seringue. Ia muqueuse laryngée ou trachéale, ainsi que 
nous l’ayons vu par nos expériences, ne differe pas sensiblement, 
par ses propriétés absorbantes vis-a-vis de la toxine diphtérique, 
de la muqueuse conjonctivale. 

On pouvait objecter a nos expériences la réaction alcaline de 
la toxine employée, et admettre que ce liquide alcalin provoque 
une altération primitive de |’épithélium. Mais nous avons tou- 
jours eu soin de diluer la toxine dans une solution neutre, de 
telle sorte que l’alcalinité de Ja solution devenait excessivement 
faible’. M. Martin nous a fourni d’aillenrs une toxine diphté- 
rique solide, avec laquelle nous avons obtenu les mémes résultats, 
Cette toxine solide nous a permis, en outre, d’étudier les condi- 
tions de dilution nécessaires pour provoquer une lésion locale, 
et aussi de préciser le rapport qui existe entre l’absorption a la 
surface des muqueuses saines et l’injection dans le tissu cellulaire 
sous-cutané. 

Cette toxine solide tuait, &la dose de 1/2 milligramme, un 
lapin de deux kilogrammes en 3 jours. Pour tuer un lapin de 
méme poids dans un temps sensiblement égal, par instillation 
dans le sac conjonctival non lésé, il faut instiller une dose de 
20 milligrammes au moins. Dans ces conditions, la lésion 
locale est presque nulle. Lorsque l’on prend une dose inférieure 


1. Merwer, Etude expérimentale sur !’absorption et la diffusion cornéennes, 
Thése de Paris, 1897, (Steinheil, éd,) 

2. Nous avons aussi répété l’expérience dans les mémes conditions avec de la 
toxine chauffée, avec de la toxine additionnée d’une dose exactement neutrali- 
sante de sérum antidiphtérique, et avec du bouillon stérile. L’cil du lapin n’a 


présenté aucune réaction a la suite de ces instillations, malgré l’ouverture répétée 
des paupiéres. 
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4 20 milligrammes, cette dose ne produit de Iésions locales que 
si elle est fortement diluée et si instillation se fait dans les 
conditions que nous avons citées plus haut, c’est-a-dire pendant 
9 410 heures consécutives au moins. 

Disons encore que l’injection de toxine, dans l’épaisseur de 
la muqueuse, ne provoque qu'une réaction locale trés peu 
marquée, et qui-ne différe pas de ce qu’on observe lorsque l’in- 
jection est faite dans le tissu sous-cutané. 

Nous avons répété ces expériences d’instillation, avec quatre 
toxines d’origine différente, dans le but d’établir s’il existait, 
pour des toxines d’origine différente, une prédominance d’action 
locale ou générale. Nous avons constaté alors que la réaction 
locale était en rapport direct avec la toxicité générale de la 
toxine, et que sil’on avait soin de faire des dilutions dont, & dose 
égale, la toxicité était la méme, on obtenait toujours des réac- 
tions locales identiques. 

Chez deux lapins qui avaient suryécu aux instillations de 
toxine et chez lesquels les lésions oculaires avaient complete- 
ment disparu, nous avons répété l’instillation de la toxine apres 
12 jours chez l'un, et un mois chez l’autre, de maniere a voir 
sil existait un certain degré d’immunité locale, mais nous 
n’ayons constaté aucune différence dans les réactions a la 
premiére ou a la seconde instillation. 

Il va sans dire que, lorsqu’on fait la deuxiéme instillation 
peu de jours apres la premiére, les lésions observées sont beau- 
coup plus intenses: c’est que, dans ces conditions, l’absorption 
est facilitée dans des proportions énormes, par les lésions des 
couches superficielles de la muqueuse. 

On peut réaliser des Jésions pseudo-membraneuses trés mar- 
quées de la conjonctive en faisant le premier jour une instilla- 
tion de toxine diluée au 1/5 pendant 3 ou 4 heures, puis en 
répétant cette instillation pendant 1 4 2 heures le lendemain, 
lorsque, sous l’influence des premiéres doses de toxine, il s'est 
développé un peu d’cedéme et de congestion conjonctivale, Dans 
ces conditions, les lésions sont le plus marquées 36 4 48 heures 
apres la deuxiéme instillation. Si nous ne nous sommes pas 
arrélés 4 ce procédé, c’est que nous tenions avant tout 4 nous 
rendre exactement compte de la manitre dont se comporte la 
toxine vis-a-vis de l’épithélium non altéré. L’examen histolo- 
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gique nous a montré que la couche épithéliale restait normale 
pendant les 8 premieres heures, c’est-a-dire pendant tout le 
temps que dure l’instillation. On peut admettre, dans ces con- 
ditions, que l’absorption de la toxine s'est poursuivie en quelque 
sorte normalement. Au contraire, apres 24 heures, |’épithélium 
a déja subi des altérations manifestes qui ont pour effet de mo- 
difier complétement les conditions d’absorption. 

Ces expériences sur l’absorption de la toxine diphtérique a 
la surface des muqueuses non altérées peuvent, semble-t-il, 
nous faire comprendre leur action lente sur les cellules de 
lorganisme et le temps qui s’écoule entre le moment ou la 
toxine est mise en contact avec les cellules et celui ot les réac- 
tions cellulaires se développent. 

Que l’on compare, en effet, l’absorption des alcaloides, sels 
cristallisables, a la surface de la muqueuse oculaire, avec l’ab- 
sorption des toxines, comme la toxine diphtérique ou tétanique. 
Pour les alcaloides, absorption est presque immédiate, et les 
effets physiologiques produits par ces substances se manifestent 
fort peu de temps apres l’instillation ou l’injection hypoder- 
mique. Pour les toxines, au contraire, l’absorption ne se fait que 
trés lentement; il faut un contact prolongé des cellules avec la 
toxine pour que celle-ci pénétre les éléments cellulaires et pro- 
voque la réaction physiologique par laquelle nous jugeons de 
son action. Il nous semble done que dans l’interprétation de 
cette action tardive des toxines, il faut tenir compte des pro- 
priétés physiques de diffusion de ces substances (qui, par ce 
caractére tout au moins, se rapprochent beaucoup des albumi- 
noides). Nous reviendrons d’ailleurs, dans un mémoire ulté- 
rieur, sur ces phénoménes d’absorption des toxines, et sur les 
déductions pathogéniques qui en découlent. 

Nous avons tenu 4 nous limiter, dans ce travail, 4 l’étude 
de l’absorption de la toxine diphtérique a la surface des mu- 
queuses, et, de ces recherches répétées sur un grand nombre de 
lapins, nous concluons : 

La toxine diphtérique instillée sur la muqueuse oculaire, en 
absence de toute lésion et de tout traumatisme de la couche 
épithéliale, provoque des lésions locales qui n’atteignent leur 
acmé que 36 a 48 heures aprés le début de Vinstillation, et qui 
ne different en rien de celles que provoque Vinoculation du 
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bacille diphtérique. Les lésions locales de la diphtérie doivent, 
par conséquent, étre attribuées, pour Ja plus grande part du 
moins, a ]’action toxique. 

Lorsque l’épithélium de la muqueuse n’est pas lésé, c’est-a- 
dire lorsque l’absorption de la toxine instillée dans le sac con- 
jonctival se poursuit d’une maniére normale, le contact de la 
toxine avec la couche épithéliale doit étre prolongé pendant 8 a 
10 heures au moins, si l’on veut obtenir le maximum de réac- 
tion locale. Il faut en outre que cette toxine soit dans un état de 
dilution telle que son absorption ne détermine pas l’intoxication 
générale rapide, et que la quantité totale de la toxine instillée 
soit un peu inférieure 4 30 ou 40 fois la dose mortelle pour le 
lapin, par injection sous-cutanée. 

Les lésions cornéennes apparaissent plus tardivement que 
les lésions conjonctivales; mais si le traumatisme local favorise 
leur apparition en facilitant l’absorption de la toxine diphté- 
rique, ces lésions de la cornée peuvent néanmoins se déve- 
lopper en dehors de toute dénudation épithéliale. 


RESUME DE QUELQUES EXPERIENCES 


Nous avons répété nos expériences sur de nombreuses séries 
de lapins. Pour éviter des longueurs, nous limiterons le compte 
rendu de ces recherches a quelques expériences choisies parmi 
les plus typiques. 


Exp. XIV. — Lapin de 1,675 grammes. — Le 2 juillet 1897, on instille 
pendant 7h, 1/2 consécutives, dans l'oeil droit, 1,5 c. c. d'une dilution au 
1/5 de la toxine diphtérique Martin. 

3 juillet. — Injection conjonctivale légére avec un peu de sécrétion. 

4 juillet. — Congestion intense de la conjonctive tarsienne avec quel- 
ques exsudats pseudo-membraneux sur la membrane clignotante et la con- 
jonctive tarsienne inférieure. Léger trouble cornéen a la partie interne et 
supérieure. OKdéme palpébral peu accuse. 


5 juillet. — Le trouble cornéen est un peu plus marqué. Plus d’exsudats 
pseudo-membraneux sur la conjonctive. 

6 juillet. — Les phénoménes réactionnels sont moins accuses. 

8 juillet. — La conjonctive est revenue 4 son état normal. Il persiste 


seulement du coté de la cornée une opalescence légére et peu étendue. 
11 juillet. — Les troubles oculaires ont complétement disparu, On fait 
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une nouvelle instillation de toxine diluée au 1/5 dans les deux yeux, pen- 
dant 6 heures consécutives. Poids du Japin : 1,660 grammes. 

42 juillet. — Légére congestion de la conjonctive avec sécrétion peu 
abondante. 

13 juillet. — Congestion conjonctivale beaucoup plus intense avec quel- 
ques exsudats pseudo-membraneux sur la conjonctive tarsienne inférieure. 
Le bord supérieur et interne de la cornée présente un léger trouble diffus. 
Les phénoménes réactionnels sont absolument identiques dans Jes deux 


yeux. 
14 juillet. — Les phénoménes réactionnels sont un peu moins marques. 
16 juillet. — Les conjonctives et les cornées des deux yeux ont repris 


leur aspect normal. 

Mort par cachexie le 28 juillet. Poids : 1,200 grammes. 

Exp, XV, — Lapin de 2,050 grammes. — Le 7 juillet 1897, on instille 
dans l'oeil droit 1,5 c. c. d'une dilution au 1/5 de toxine diphtérique pen- 
dant 7 h. 1/2 consécutives. 

8 juillel. — Léger cedéme palpébral. Congestion vive de la conjonctive 
avec sécrétion abondante. 

9 juillet. — OEdéme palpébral plus marqué. Exsudat pseudo-membraneux 
adhérent au niveau de la membrane nictitante et de la conjonctive tarsienne 
de la paupiére inférieure. Pas de lésions cornéennes. 

10 juillet. — L’état ne s’est pas modifié; les lésions n’ont pas aug- 
menté. 

11 juiliet. — Les fausses membranes ont disparu; la conjonctive est un 
peu injectée, mais la sécrétion est presque nulle. 

On fait une nouvelle instillation de toxine diluée pendant 6 heures con- 
sécutives dans les deux yeux. Poids du lapin : 1,750 grammes. 

12 juillet. — L’oeil droit présente des lésions plus marquées que |’ceil 
gauche. A droite, les paupiéres sont fermées; il existe un chémosis trés 
accusé et une légére exsudation pseudo-membraneuse peu adhérente sur la 
conjonctive tarsienne. La cornée n’est pas altérée. A gauche, on ne constate 
qu'un peu de gonflement de la paupiére supérieure et d’injection conjoncti- 
vale avec sécrétion minime. 

13 juillet. — Les paupiéres de l’ceil droit sont fortement cedématiées ; 
elles ne s’entr’ouvrent pas spontanément. La conjonctive tarsienne est uni- 
formément recouverte par une exsudation pseudo-membraneuse adhérente. 
La cornée présente dans son1/3 supérieur interne une opalescence diffuse. A 
gauche, les paupiéres sont entr’ouvertes. La conjonctive est le siége d’une 
congestion intense avec sécrétion, mais sans exsudat pseudo-membraneux 
net. 

15 judllet. — Les fausses membranes ont disparu. A droite, il persiste 
un peu de trouble cornéen et d’injection conjonctivale. A gauche, tout est 
rentré dans l’ordre. 

20 juillet. — On remarque encore une légére opalescence cornéenne, sans 
autres lésions. Poids : 1,570 grammes. 

Mort par cachexie au commencement d’aott. 

ExpErience XL. — Lapin de 1,835 grammes. Le 23 septembre, on instille 
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dans |’ceil droit, pendant 10 heures consécutives, 5 c. c. de toxine diluée 
au 1/5. 

24 septembre. — Les paupiéres sont cedématiées, mais s’entr’ouvrent 
encore 4 moitié. Chémosis trés accusé sans fausses membranes et sans 
lésions cornéennes. Sécrétion peu marquée. 

25 septembre. — Le gonflement palpébral a notablement augmente. 
Il s’écoule par l’angle interne une sécrétion fibrino-purulente assez abondante. 
Une fausse membrane peu ¢paisse, mais adhérente, recouvre la conjonctive 
tarsienne en 5 culs-de-sac. La cornée n’est pas altérée dans sa partie 
centrale. Sur ses bords on constate un léger trouble dont les bords sont 
diffus. 

20 septembre. — Les paupiéres de l’ceil droit sont agglutinées, mais 
Yoedéme y est moins accusé. La conjonctive est moins injectée et l’exsuda- 
tion pseudo-membraneuse n’existe plus qu’en des points limités. La sécré- 
tion est plus abondante. 

27 septembre. — Les paupiéres s’entr’ouvrent spontanément. La conjonc- 
tive est encore un peu injectée. Poids : 1,720 grammes. 

30 septembre. — La conjonctive et les paupiéres ont repris leur aspect 
normal. 

3 octobre. — Mort spontanée par cachexie. Poids : 1,595 grammes. 

Expérience XVIII. — Lapin de 1,980 grammes. Le 7 juillet 1897, on 
instille dans l’ceil droit, pendant 8 heures consécutives, 1,5 c. c. de toxine 
diluée au 1/10. Les jours suivants, on ne constate aucune modification du 
coté de Ja conjonctive ou de la cornée. 

Expfrience XXV. — Lapin de 1,725 grammes. Le 19 juillet, on instille 
dans l’ceil droit 0,8 c. c. de toxine diluée au 1/5 pendant 3 h. 1/2 consé- 
cutives, 

20 juillet. — Légére congestion conjonctivale sans cedéme palpébral. 


21 juillet. — La congestion conjonctivale a un peu augmenté ainsi que 
la sécrétion purulente, mais il n’y a pas de fausses membranes. 

22 juillet. — L’injection conjonctivale a notablement diminué. 

24 juillet. — Etat normal de |’ceil droit. 

Expgrrence XX. — Lapin de 1,900 grammes. Le 19 juillet, on instille 
dans l’ceil droit, pendant une heure, 1 c. c. de toxine non diluée, 

20 juillet. — Légére injection conjonctivale avec sécrétion minime, 

21 juillet. — La congestion conjonctivale est un peu plus marquée, 
Il n’y a pas de fausses membranes. La cornée est intacte. 

22 juillet. — La conjonctive tarsienne est faiblement injectée. 


23 juillet. — Plus de réaction conjonctivale. 

28 juillet. — Mort spontanée par cachexie, Poids: 1,530 grammes. 

Expierence LXII. — Lapin de 2,090 grammes. Le 14 novembre, on 
instille dans l’ceil droit, pendant 6 heures consécutives, 10 milligrammes 
de toxine diphtérique solide, disscute dans 2 c. c, d’eau salée physiologique. 
Cette toxine tue le lapin a la dose d’un demi-milligramme en 3 jours par 
injection sous-conjonctivale. 

Le 15 novembre, les paupiéres sont tuméfiées, La conjonctive tarsienne 
est le siége d’une injection intense avec secrétion peu abondante. 
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4 novembre. — L’cedéme palpébral et l’injection conjonctivale ont un peu 
augmenté, mais il n’existe pas de fausses membranes nettles. 

17 novembre. — Diminution de linjection conjonctivale. 

6 décembre. — Mort spontanée par cachexie. Ce lapin a présenté, pen- 
dant les 3 derniers jours, une paralysie compléte du train postérieur. 
Poids : 1,340 grammes. 

Expérmnce LXVI. — Lapin de 1,600 grammes. Le 22 novembre, on 
instille dans l’ceil droit, pendant 7 h. 1/2 consécutives, 10 milligrammes de 
toxine diphtérique solide, dissoute dans 5c. c. d’eau. 

23 novembre. — L’ceil est un peu injecté, les paupiéres sont faiblement 
cedématiées. 

24 novembre. — L’cedéme palpébral est plus accusé, ainsi que l’injection et 
la sécrétion conjonctivale. Sur la membrane clignotante et sur la conjonctive 
tarsienne de la paupiére inférieure, on constate une légére exsudation 
pseudo-membraneuse peu adhérente. La cornée ne présente pas de lésions. 

25 novembre. — Les phénoménes réactionnels ont diminué et l’exsudation 
a disparu. 

26 novembre. — On fait une nouvelle instillation, pendant 1 heure, dela 
méme dilution de toxine que précédemment, dans |’ceil droit dont la conjonc- 
tive est encore faiblement injectée. Poids: 1,560 grammes. 

27 novembre. — OEdéme palpébral trés marque et vive injection conjonc- 
tivale. 

27 novembre. — Le gonflement palpébral a augmenté, la conjonctive tar- 
sienne est recouverte d’une fausse membrane adhérente. La cornée est le 
siége d’un trouble diffus. 

ExpfrigncE LXV. — Lapin de 1,860 grammes. Le 14 novembre, on instille 
dans l’ceil droit, pendant 5 h. 1/2 consécutives, 20 milligrammes de toxine 
diphtérique solide dissoute dans 1 ¢. c. d’eau salée physiologique. 


15 novembre. — Les paupiéres sont normales; on ne constate qu’une 
injection conjonctivale minime et une trés faible sécrétion purulente. 
16 novembre. — Mort spontanée dans la journée. La réaction locale n’a 


pas augmenté. Autopsie: pas de lésions macroscopiques des organes, pas 
de microorganismes dans le sang ou les organes. 
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